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ORP2 is defined as an oxysterol binding protein (OSBP) related protein 2. The whole fami-
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1. Johdanto 
 
Oksisterolia sitova proteiini (OSBP) ja  OSBP:n kaltainen proteiini 2 (ORP2) ovat rasvo-
ja sitovia/kuljettavia solun sisäisiä proteiineja (LTP engl. Lipid transfer protein), joita 
löytyy eukaryooteilta (Kentala — Olkkonen — Weber-Boyvat 2016: 300). Aiempien 
tutkimusten perusteella on todettu ORP2:n osallistuvan rasva-aineenvaihdunnan sääte-
lyyn (Kentala ym. 2016: 319). Ihmiseltä ja muilta nisäkkäiltä tunnetaan 12 OSBP:n kal-
taista geeniä (Kentala ym. 2016: 302). 
 
Opinnäytetyö toteutettiin yhteistyössä Lääketieteellinen tutkimuslaitos Minervan kans-
sa. Minerva on yksityinen tutkimuslaboratorio, jota ylläpitää Minerva-säätiö. Tutkimuk-
sen tarkoitus on selvittää OSBPL2-geenin puutoksen vaikutuksia hiirikannan rasva- ja 
sokeriaineenvaihduntaan vertailemalla täydellisen OSBPL2-geenin puutoksen, osittai-
sen OSBPL2-geenin omaavien hiirien ja kontrollihiirien tuloksia. Oma opinnäytetyöm-
me liittyi OSBPL2-geenin hiljentämisen vaikutukseen ihmisen maksasoluissa (HUH7 
maksasolulinja) ja erityisesti, miten hiljennys vaikuttaa solusta erittyviin rasva-aineisiin 
(triglyseridit, kolesteroli ja koliinia sisältävät fosfolipidit), sekä  rasvojen tärkeimpiin kan-
tajaproteiineihin, apolipoproteiini A-I :een(apoA-I) ja B-100:aan (apoB-100).  
 
Opinnäytetyön avulla pyrittiin ymmärtämään ORP2:n vaikutusta maksan kykyyn tuottaa 
apoA-I:tä ja apoB-100:aa sisältäviä lipoproteiineja eli HDL- ja VLDL-hiukkasia. Tämä 
selventäisi rasva-aineenvaihdunnan säätelyn ja mahdollisten häiriöiden geneettistä 
taustaa. Rasva-aineenvaihdunnan ongelmat aiheuttavat ateroskleroosia, eli valtimon-
kovettumatautia, jonka takia tutkimuksen aihe on tärkeä. Valtimonkovettumatauti voi 
pahimmassa tapauksessa aiheuttaa sydän- tai aivoinfarktin. Vuonna 2015 Suomessa 
kuoli 15-64-vuotiaista eli työikäisistä verenkiertoelinten sairauksiin 1856 ihmistä. Luku 
vastaa 23 prosenttia työikäisten kuolemansyistä ja on toiseksi yleisin työikäisten  kuo-
linsyy Suomessa kasvainten aiheuttamien kuolemien jälkeen. (Tilastokeskus 2016.) 
 
Rasva-aineita analysoitiin entsymaattisilla fotometrisilla menetelmillä ja ELISA-
menetelmillä suoraan näytteistä eri laimennussarjoin ja rinnakkaisnäytteiden yhdiste-
tyistä näytefraktioista, jotka eroteltiin FPLC:llä ennen analysointia. Myös ihmisen see-
rumin näytteitä analysoitiin, jotta voitiin verrata FPLC nestekromatografian tuloksia 
keskenään. 
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2. Oksisterolia sitovan proteiinin kaltainen proteiini 2 (ORP2) 
 
Oksisterolit ovat 27-hiiliatomisia hapettuneita kolesterolijohdannaisia, jotka osallistuvat 
rasva-aineenvaihduntaan (Olkkonen — Lehto 2005). OSBP:tä eli oksisterolia sitova 
proteiini on soluliman proteiini, joka sitoo solulimakalvostolla sille tiettyjä hapettuneita 
kolesterolijohdannaisia. (Lehto ym. 2001.)  
 
Vuonna 2013 tehdyssä tutkimuksessa esitettiin, että OSBP toimii kaksisuuntaisena 
rasvojen kuljettajana Golgin laitteessa (Mesmin ym. 2013). On myös tutkittu, että useat 
patogeeniset virukset tarvitsevat OSBP-aktiivisuutta viruksen solunsisäiseen lisäänty-
miseen. Tämän ominaisuuden on todettu johtuvan OSBP:n ominaisuudesta säädellä 
tarkoin kolesteroli ja fosfatidyyli-inositoli 4-fosfaatin (PIP4) konsentraatioita Golgin-
laitteen kalvoilla. (Roulin ym. 2014.) 
 
Oksisterolia sitovan proteiiniin kaltainen proteiini 2 (ORP2) kuuluu nisäkkäiden laajaan 
ORP –proteiiniperheeseen, joiden on havaittu sitovan hapettuneita steroleja ja ottavan 
osaa solujen rasva-aineenvaihduntaan, kalvorakkulakuljetukseen ja signaalivälityksen 
säätelyyn (Kentala ym. 2016: 300). OSBPL2-geeni koodaa 55 kDa:n kokoista proteii-
nia, jolla on sama toiminnallinen domeeni kuin OSBP:llä (Hynynen 2009). Proteiin on 
havaittu sijaitsevan rasvapisaroiden (engl. lipid droplet, LD) pinnassa. Tämän perus-
teella ORP2:n uskotaan vaikuttavan kolesteroli- ja triglyseridiaineenvaihduntaan LD:ien 
säätelyn kautta (Hynynen ym. 2009).  
 
Hynynen ym.  (2005) tutkivat ORP2-toiminnan aktiivisuuden lisäyksen vaikutusta solu-
jen sisäiseen rasva-aineenvaihduntaan. Kyseisessä tutkimuksessa verrattiin kahden 
solulinjan tuloksia: HeLa-solujen ja CHO-solujen.  Havaittiin, että ORP2:n toiminnan 
tehostaminen vaikutti lisääntyneesti kolesterolin kuljetukseen solulimakalvostolta solu-
kalvolle sekä LDL:n sisäänottoon soluissa. 
 
Aikaisemmissa tutkimuksissa nisäkkäiden ORP –perheeseen kuuluvan ORP8:n hiljen-
tämisen on havaittu johtavan muutoksiin plasman rasvojen ja lipoproteiinien jakaumas-
sa hiirillä. Muutokset havaittiin kolesterolin ja koliini-fosfolipidien arvojen nousussa eri-
tyisesti uroksilla. (Béaslas ym. 2013.) Yan ym. (2007B) osoittivat, että ATP-riippuvainen 
kalvoproteiini A1:n (ABCA1, engl. ATP-binding cassette transporter A-1) ilmentyminen 
väheni ORP8:n vaikutuksesta. ABCA1 on tärkeä tekijä maksan ja suoliston HDL-
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hiukkasten tuotannossa, jolloin ORP8:N voidaan olettaa toimivan pro-aterogeenisesti 
eli valtimonkovettumatautia edistävästi, heikentämällä elimistön HDL:n tuotantoa.  
 
ORP:ien on havaittu olevan osallisena rasvojen kuljettamisen lisäksi rasvojen signa-
lointitehtävissä monissa olennaisissa solun prosesseissa. Tulevaisuudessa pyritään 
selventämään ORP:ien roolia muun muassa syövän ja rasva-
aineenvaihdunnanhäiriöiden hoitamisessa. (Kentala ym. 2016: 330—331.) Tämän 
opinnäytetyön aiheena olikin maksasolun rasva-aineenvaihdunnan mahdolliset häiriöt  
johtuen ORP2:n puutoksesta. 
 
Maksan X-reseptorit (engl. Liver X receptor, LXR) ovat keskeisessä asemassa ja ne 
vaikuttavat rasva-aineenvaihduntaan liittyvien geenien ilmentymiseen. Tämä vuoros-
taan vaikuttaa geeniä vastaavan proteiinin tuotantoon ja aktiivisuuteen. (Pawar — Bo-
tolin — Mangelsdorf — Jump 2003; Lu — Repa — Mangelsdorf 2001). LXR vaikuttaa 
kolesteroli- ja triglyseridiaineenvaihdunnan säätelyyn. Solussa muodostuneet oksiste-
rolit ovat tärkeässä asemassa LXR:n säätelyssä ja ne sitoutuvat suoraan reseptoreihin. 
(Olkkonen — Lehto 2005.) 
 
3. Elimistön rasva-aineenvaihdunnan piirteitä 
 
Rasvat ovat tärkeitä osia ihmisen aineenvaihduntaa. Ne vaikuttavat hormoneina, ener-
gia varastoina, aineenvaihdunnan energiana, solukalvon osina ja eristeenä. Tärkeimpiä 
rasvoja ovat kolesteroli ja triglyseridit, jotka kulkevat lipoproteiinien kuljettamina veren-
kierrossa. (Turgeon 2007.) Fosfolipidit ovat tärkeä elimistössä oleva fosforia sisältävä 
rasvayhdiste, jolla on roolinsa solukalvojen läpäisevyydessä ja rasvojen kuljettamises-
sa (Naito 2010: 512—518). Lipoproteiineja ovat kylomikronit, VLDL-(very low density 
lipoprotein), LDL-(low density lipoprotein), IDL-(intermediate density lipoprotein), Lipo-
proteiini a eli Lp(a) ja HDL-(high density lipoprotein)molekyylit. Lipoproteiinit sisältävät 
apolipoproteiineja, joista runsaslukuisimpina esiintyvät apoB, apoA, apoC ja apoE. 
(Burnett 2010: 693—728.) Opinnäytetyössä keskitytään kliinisesti yleisimpien rasvojen 
kuten kolesterolin, koliinia sisältävien fosfolipidien ja triglyseridien määrityksiin ja kliini-
sesti tärkeisiin apoB-100 ja apoA-I mittauksiin. 
 
Apolipoproteiinien analysoinnilla saadaan parempi tulos LDL-hiukkasten ja HDL-
hiukkasten määrästä ja niiden tuotannosta maksasoluissa. (Burnett 2010: 703.) Aikai-
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semmin tärkeimpinä rasva-arvojen mittareina pidettiin kokonaiskolesterolia, LDL-
kolesterolia ja HDL-kolesterolia, mutta apoB-100 ja apoA-I analysointi antaa luotetta-
vamman tuloksen elimistön rasvatasapainosta, koska menetelmät ovat samanlaisia ja 
toimivat ilman, että potilaan täytyy paastota ennen näytteenottoa. Korkeiden triglyseri-
diarvojen on todettu häiritsevän LDL- ja HDL-kolesterolia, kun taas apoA-I ja apoB-100 
menetelmillä tätä ei ole havaittu ongelmaksi. (Marcovina — Packard 2006.) 
 
Lipoproteinit ovat rakenteeltaan pallomaisia (kuvio 1). Niiden pintaosassa sijaitsee po-
laarisia fosfolipidejä ja ei-esteröitynyttä kolesterolia. Pintaosan tärkeänä komponenttina 
ovat myös apolipoproteiinit. Lipoproteiini-hiukkasen sisäosassa ovat hydrofobiset trig-
lyseridit ja kolesterolin rasvahappoesterit ja muut hydrofobiset ei-nonpolaariset rasvat. 
Apolipoproteiinien tehtäviin kuuluu toimia lipoproteiinin rakenneproteiineina, tunnistus-
kohtina solukalvojen reseptoreille, sekä rasva-aineenvaihdunnassa entsyymien koent-
syyminä vaikuttamassa entsyymien toimintaan. Lipoproteiineja tarvitaan pääasiallisesti 
siirtämään fosfolipidejä, triglyseridiä ja kolesterolia paikasta toiseen elimistön tarpeiden 
mukaan. (Lehtimäki 2010.)  
 
Lipoproteiinin proteiinikomponentit ovat apolipoproteiineja. Ihmisiltä tunnetaan yhdek-
sän apolipoproteiinia, joista suurin osa on vesiliukoisia ja heikosti sidoksissa lipoprote-
iini-hiukkasiin. Tämän vuoksi niiden siirtyminen lipoproteiinista toiseen tapahtuu vesi-
faasin avulla lipoproteiinien aineenvaihduntavaiheesta riippuen. Apolipoproteiineista 
poikkeus on apoB-100, joka ei ole vesiliukoinen, eikä se myöskään siirry lipoproteiinien 
välillä. (Voet – Voet 2011.) Alla esitetyn kuvan (kuvio 1) avulla lipoproteiinien yleisen 
rakenteen voi hahmottaa hyvin, vaikka hiukkaskoot vaihtelevat paljon. Kuva on havain-
nekuva kypsästä verenkierrossa olevasta lipoproteiinin rakenteesta, joten se ei kuvaa 
opinnäyetyössä olevia lipoproteiini-hiukkasia. Nämä ovat maksasolujen muodostamia, 
esiasteella olevia rakenteita.  
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Kuvio 1. Lipoproteiinien yleinen rakenne. (Wikimedia Commons 2013. Muokattu) 
 
Kylomikronit kuljettavat suolistossa pilkottuja ravinnosta tulevia rasvoja lähinnä trig-
lyseridejä, verenkiertoon ja niiden pilkkoutuessa lipoproteiini lipaasin (LPL engl. lipopro-
tein lipase) toimesta, muodostuneet rasvahapot otetaan pääasiassa rasvakudokseen, 
jonne ne varastoidaan LD:hen tai osa rasvahapoista voi ohjautua maksaan. (Glass — 
Witztum 2001.)  
 
Maksassa muodostuva VLDL kuljettaa triglyseridejä verenkierrossa ja niiden LPL-
välitteisessä hydrolyysissä muodostuu rasvahappoja, jotka ohjautuvat kudoksiin ja li-
haksiin energia-aineenvaihdunnan tarpeisiin. Kun triglyseridit vähenevät VLDL-
hiukkaset muuntuvat IDL:n kautta ja maksalipaasiin (HL) toimesta LDL:ksi, joka sisäl-
tää pääasiassa kolesteroliesteriä hiukkasen ytimessä, vain vähän triglyseridiä ja yhden 
apoB-100 molekyylin per LDL-hiukkanen. LDL:n tehtävänä ihmisessä on kuljettaa kole-
sterolia verenkierrossa ja mikäli sen pitoisuudet kasvavat suureksi, ihminen altistuu 
voimakkaasti valtimonkovettumataudin kehittymiselle, koska maksa ei LDL-
reseptoreiden avulla enää kykene poistamaan ylimääräisiä LDL-hiukkasia. (Glass — 
Witztum 2001.)  
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LDL:n kautta perifeerisiin kudoksiin joutunutta kolesterolia kuljettaa HDL takaisin mak-
san aineenvaihdunnan käytettäväksi ns. kolesterolin takaisinkuljetus-prosessissa 
(RCT, engl. Reverse cholesterol transport). Tätä HDL:n toimintaa pidetään yhtenä tär-
keimmistä suojista valtimonkovettumatautia vastaan. (Voet — Voet 2011.) 
 
3.1 Apolipoproteiini B-100 
 
ApoB-100:n koko on noin 550 kilodaltonia (kDa) (Johs ym. 2006). ApoB-100 on tärkeä 
osa VLDL-, IDL-, LDL- ja Lp(a)-hiukkasissa. Sitä valmistetaan ainoastaan maksasolu-
jen solulimakalvoston pinnalla, josta se siirtyy solulimakalvoston sisäosaan (engl. lu-
men).  ApoB-100:n valmistusta solussa säätelee apoB-100:n hajoaminen ja sen tunnis-
taminen. VLDL:n muodostumista säätelee vapaan apoB-100:n määrä. (Brodsky — 
Fisher 2008.)  
 
Solulimakalvostolta (kuvio 2) apoB-100 muodostaa VLDL:n mikrosomaalisen triglyseri-
disiirtäjäproteiinin (MTP engl. Microsomal triglyceride transfer protein) avustamana, 
jolloin apoB-100:aan liittyy triglyseridejä, kolesteroleja ja fosfolipidejä. Jos triglyseridi-
määrä ei ole riittävä, niin useimmat jo muodostuneet apoB-100-proteiinimolekyylit ha-
joavat proteosomi-toiminnan kautta. Tämä perustuu ubikitiinilla leimattujen apoB-100-
hiukkasten aktivoiman Hsp70 proteaasin apoB-100 hajottamiseen. (Fisher ym. 1997.)  
 
Poistuakseen solusta proteiinit pitää ensiksi kuljettaa Golgin-laitteeseen (kuvio 2). (Ti-
wari — Siddiqi 2012) Tätä kuljetusprosessia on tutkittu paljon VLDL:n yhteydessä ja 
tutkimus on osoittanut, että VLDL:lle on oma spesifinen proteiinikompleksi, joka pystyy 
onnistuneesti siirtämään sen kokoisen esiasteella olevan VLDL-hiukkaisen Golgin-
laitteeseen (Siddiqi 2008). Tämä kompleksi on nimetty VLDL-kuljetus rakkulaksi (VTV 
eng. VLDL-transfervesicle) ja sen sisältämiä proteiineja on osittain tunnistettu (Rahim 
ym. 2012). Trans-Golgin-laitteesta valmis VLDL siirtyy sille ominaisen rakkulan avulla 
solukalvolle eritettäväksi (Hossain — Riad — Siddiqi — Parthasarathy — Siddiqi  
2014). 
 
3.2 Apolipoproteiini A-I  
 
ApoA-I:tä tuottaa maksa (70%) ja ohutsuoli (30%). Proteiinin koko on noin 28 kDa. 
HDL:n proteiineista 70% on apoA-I:tä. (Arciello — Piccoli — Monti 2016.) ApoA-I esiin-
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tyy kolmessa eri muodossa rasvojen kanssa. Aluksi ne esiintyvät vähärasvaisina apoA-
I komplekseina, jotka voivat yhdistyä polaarisiin rasvoihin kuten fosfolipideihin ja kole-
steroliin muodostaen kiekkomaisia rakenteita. Lopuksi rakenteeseen päätyy polaarisia 
ja ei-polaarisia rasvoja, jolloin HDL-hiukkasen lopullinen muoto on pallomainen. (Fiel-
ding  — Fielding 1995.) Tässä vaiheessa tärkein säätelijä on LCAT-entsyymi, joka liit-
tää ei-esteröityneeseen kolesteroliin rasvahapon ja nämä kolesteroliesterit pakkautuvat 
HDL-hiukkaseen sisäosaan muuntaen sen pallomaiseksi. (Ossoli — Pavanello — Ca-
labresi 2016.) 
 
HDL:n muodostuminen ja erittyminen solussa vaatii apoA-I:n rasvoittumista (engl. lipi-
dation) ABCA1-kalvoreseptorin välityksellä. ABCA1:n osallisuus HDL:n muodostumi-
sessa ja erityksessä on vahvistettu Tangierin taudin potilailla ja hiirillä, joilta puuttuu 
ABCA1 sekä maksa- että suolen soluista (Ji ym. 2012.) Varhaisempi tutkimus myös 
todentaa tämän ja osoittaa apoA-I:n liittyvän kiinteästi maksasolujen ABCA1:n toimin-
taan. (Tsujita ym. 2004.) 
ABCA1:n on todettu kiertävän myös solujen sisällä solukalvon ja rasva pisaroiden välil-
lä täten avustaen fosfolipidien ja kolesterolin siirtymistä apoA-I:een solukalvolla (Smith 
ym. 2004). Maksan ja enterosyytin solukalvolla tapahtuvan ABCA1:n avustaman apoA-
I:n rasvoittumisen on tutkittu olevan pääasiallinen HDL:n muodostumistapa ja samalla 
eritysreitti (Denis — Landry — Zha 2008). Kuvio 2 osoittaa missä solun rakenteissa 
apoB-100, VLDL- ja HDL-hiukkaset muodostuvat. 
 
 
Kuvio 2. Solun rakenteet. (Wikimedia Commons 2012. Muokattu.) 
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3.3 Rasvapisara  
 
Rasvapisaroita (LD, engl. lipid droplet) löytyy soluista varastoina. Nisäkkäillä ja ihmisillä 
näitä varastoja löytyy esimerkiksi maksa- ja rasvasoluista. LD:t varastoi erilaisia rasvo-
ja, joita ihmisen rasva-aineenvaihdunta tarvitsee esimerkiksi triglyseridejä ja kolestero-
liestereitä. Maksasolut käyttävät näitä rasvavarastoja hyväkseen valmistaakseen trig-
lyseridia sisältäviä VLDL-hiukkasia. (Fujimoto ym. 2004.) Aikaisemman tutkimustiedon 
mukaan ORP2:n on osoitettu sijaitsevan LD:n pinnalla ja LD:hin liittyvien proteiinien on 
todettu liikkuvan solulimakalvoston, Golgin-laitteen ja solukalvon välillä. Työssämme 
nämä ovat tärkeitä, koska ORP2:n uskotaan vaikuttavan niiden kautta mahdollisesti 
esim. VLDL-hiukkasten eritykseen. (Hynynen ym. 2009.) 
 
4. Valtimonkovettumatauti 
 
Valtimonkovettumatauti (engl. atherosclerosis), on dyslipidemian ja tulehduksen ai-
kaansaama pitkän ajan kuluessa tapahtunut valtimoiden ahtautuminen, jonka yhtey-
dessä valtimon seinämään kertyy paljon kolesterolia pääasiallisesti apoB:tä sisältävien 
lipoproteiinien kuljettamana. Dyslipidemialla tarkoitetaan rasva-aineenvaihdunnan häi-
riötilaa, jossa seerumin LDL-hiukkasten ja triglyseridin pitoisuudet ovat koholla tai HDL-
hiukkasten pitoisuus on matala tai kyseisten poikkeavuuksien monimuotoisia yhdistel-
miä. Nämä ahtaumat voivat aiheuttaa sijainnistaan riippuen muun muassa sydänlihak-
sen iskemiaa, eli hapenpuutetta, sydäninfarktin tukkiessaan sepelvaltimon, tai aivoin-
farktin mikäli aivoverisuoni tukkeutuu. Valtimonkovettumataudin aiheuttamassa sy-
däninfarktissa on valtimoon kerääntynyt ajan myötä plakkia, mikä ahtauttaa ja estää 
veren virtausta.  (Lehtimäki 2010.)  
 
Erilaiset poikkeamat verisuonen seinämissä, tietyt verisuoniston kohdat ja haaraumat 
ovat erityisen otollisia paikkoja, joissa alkaa muodostua kolesterolikertymää (Tabas — 
García-Cardeña — Owens 2015). LDL ja pienikokoiset VLDL-jäännökset päätyvät val-
timon endoteelin alaiseen sisä-alueeseen (intima), missä nämä hiukkaset voivat hapet-
tua. Kerääntyminen alkaa kun alueelle muodostuu sisäkalvon pullistuma (aterooma). 
Ateroomalla on kolme vaihetta, joiden aikana se kehittyy ensin valtimoa ahtauttavaksi, 
sitten kovettavaksi ja lopulta ateroskleroottiseksi plakiksi. (Woollard — Geissmann 
2010; Mori ym. 2001.)  
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Monosyytit erilaistuvat valtimon sisäkalvon pullistumassa makrofaageiksi. Pullistumas-
sa LDL- ja VLDL-hiukkasia kertyy liikaa makrofaageihin eli syöjäsoluihin ja ne muuntu-
vat ns. vaahtosoluiksi, jotka ovat täynnä kolesteroliestereitä. Kolesterolia sisältäviä 
vaahtosoluja löytyy varhaisessa vaiheessa valtimonkovettumataudin kehitystä. (Wool-
lard — Geissmann 2010; Mori ym. 2001.)  
 
Valtimonkovettumataudin kehityksen voimistuessa plakki voi puhkaista valtimon ja pla-
kin välisen ohuen soluseinämän pinnan ja plakin sisällön vapautuessa siihen pyrkii 
muodostumaan verihyytymä, joka voi tukkia valtimonverenkierron täysin aiheuttaen 
sydäninfarktin (Lehtimäki 2010). Maailmanlaajuisesti on havaittu koottuja aineistoja 
vertailemalla plakkikertymien aiheuttavan noin 76% kaikista kuolemaan johtavista sy-
däninfarkteista. Miehillä se on myös yleisempi syy kuin naisilla. (Falk 2006.) 
Alla esitetyssä kuviossa 3 on kuvattu kuolemansyyt ja niiden jakautuminen ikäryhmit-
täin vuodelta 2015, josta voidaan todeta verenkiertoelinten sairauksien yleistyvän kuo-
lemansyynä iän kasvaessa. Ikäryhmässä 45-49-vuotta ne kattavat jo 20% ikäryhmänsä 
kuolemista.  
 
 
Kuvio 3. Kuolemansyyt Suomessa ikäryhmittäin. (Tilastokeskus 2016.) 
 
Valtimonkovettumataudin kehittymisen syynä ovat useimmiten elintavat, mutta myös 
perinnöllinen alttius vaikuttaa sairastumiseen. Suurimmat riskitekijät ovat tupakointi, 
kohonnut LDL-kolesteroli ja kohonnut verenpaine. Myös geneettisiä tekijöitä on tutkittu 
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ja löydetty. Häiriöitä syntyy eri mekanismeilla ja esimerkiksi paraoksanaasi 1:n toimin-
nan hiljentäminen hiirissä lisäsi valtimoplakkien muodostumista, koska hapettuneita 
LDL-hiukkasia ei saatu neutraloitua ja poistettua yhtä tehokkaasti. (Glass — Witztum 
2001.) 
 
Tutkimuksissa käyttäen transgeenistä hiirimallia on havaittu apoA-I lisääntyneen tuo-
tannon vähentävän valtimonkovettumataudin muodostumista. Hiirille syötettiin rasvais-
ta ravintoa, joka normaalisti johtaisi kyseisen taudin muodostumiseen (Liu — Lawn — 
Verstuyft — Rubin 1994). Suojavaikutus välittyy pääasiallisesti makrofagi-
vaahtosolujen ABCA1:n toiminnan kautta, koska sen on havaittu pystyvän siirtämään 
makrofaagien keräämän hapettuneen LDL:n kuljettaman kolesterolin takaisin apoA-
I/HDL:n kuljetettavaksi verenkiertoon ja sieltä maksaan poistettavaksi tai uusiokäyttöön 
(Oram — Lawn — Garvin — Wade 2000).  
 
5. Opinnäytetyön tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset 
 
Opinnäytetyön tarkoituksena oli tutkia OBSPL2-geenin hiljentämisen vaikutusta mak-
sasolujen rasva-aineenvaihduntaan erityisesti apoA-I - ja apoB-100 -sisältävien lipopro-
teiinien eritykseen. Samalla määritettiin myös kolesterolin, triglyseridien ja koliinia sisäl-
tävien fosfolipidien pitoisuudet. 
 
Vaikuttaako ORP2:n hiljentäminen apoA-I ja/tai apoB-100 apolipoproteiinien eritykseen 
maksasoluissa? 
 
Vaikuttaako ORP2:n hiljentäminen solujen erittämään triglyseridi-, kolesteroli- tai fosfo-
lipidimääriin? 
 
Mitä mahdolliset muutokset yllä mainituissa parametreissä merkitsevät ORP2-
toiminnan selvittämisen kannalta maksasolujen rasva-aineenvaihdunnassa? 
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6. Tutkimusmenetelmät 
 
Työssä käytettiin CRISPR-Cas9:ä, soluviljelyä, FPLC:ä, rasva-analyysejä ja ELISA:a. 
CRISPR-Cas9 –menetelmää oli käytetty soluihin ennen tämän työn aloitusta. Soluvilje-
ly oli myös pääosittain muun tutkimusryhmän suorittamaa. 
 
6.1 CRISPR-Cas9 
 
Opinnäytetyössä käytetyt solulinjojen hiljennykset oli tehty CRISPR-Cas9-
geenimuuntelumenetelmällä. Clustered regularly interspaced palindromic repeats 
(CRISPR)/CRISPR-assosioituneet geenit (Cas) on uusi, tehokas ja monipuolinen ge-
nomin muokkausmenetelmä. Cas9 voidaan ohjata lyhyen RNA-pätkän avulla haluttuun 
kohtaan genomissa, jonka se tunnistaa emäsparisäännön mukaan, eli guaniini-sytosiini 
ja adeniini-tymiini. Menetelmän avulla on helppo tehdä kohdennettuja muokkauksia 
DNA-sekvenssiin. (Hsu — Lander — Zhang 2014.)  
 
Alla näkyy (kuvio 4) haluttujen nukleiinihappojen hajottamista ohjaava crisprRNA 
(crRNA) ja siirtymisen käynnistävä crisprRNA (tracrRNA), jotka muodostavat yhdessä 
ohjausjakso RNA:n (gRNA), eli muokkauksen tekevän RNA:n ja samalla laittavat alulle 
kyseisen muokkauksen halutussa kohdassa crRNA:n 5'-suunnassa. Sitoakseen 
tracrRNA:n, Cas9 tarvitsee muokattavassa kohde DNA:ssa komplementaarisen sitou-
tumiskohdan. Sitoutumisen jälkeen Cas9 rikkoo DNA:n kaksoissidoksen, jonka jälkeen 
tapahtuu lopullinen geenin muokkaus. (Hsu ym. 2014.) 
 
 
Kuvio 4. CRISPR-Cas9:n toiminta. (Wikimedia Commons 2015A. Muokattu.) 
 
Tässä opinnäytetyössä CRISPR-Cas9 muokkausmenetelmää oli käytetty OSBPL2-
geenin toiminnan täydelliseen hiljentämiseen. Hiljentäminen on tarkemmin kuvattu 
Kentala ym. (2017) tutkimuksessa, jossa käytettiin samoja solulinjoja. 
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6.2 Soluviljely 
 
Soluviljelyn tarkoituksena oli kasvattaa halutunlaisia soluja laboratorio-olosuhteissa. 
Laadukas soluviljely vaati erityistilat. Tilassa oli laminaarivirtauskaappi, sentrifuugi, mik-
roskooppi kasvun tarkkailua varten ja lämpökaappi, joka on asetettu 37°C:een ja jonne 
virtaa karbogeenikaasua sekoitussuhteessa 95% happea ja 5% hiilidioksidia. Soluvilje-
lyssä noudatettiin steriilejä työskentelytapoja ja työtasot sekä tarvittavat välineet puh-
distettiin 70% etanolilla. Myös käsineet puhdistettiin etanolilla ennen työskentelyn aloit-
tamista ja ne vaihdettiin, mikäli ne kontaminoituivat. Kontaminaatioiden välttämiseksi 
kaikki välineet, jotka olivat kosketuksissa soluihin tai tarvittaviin reagensseihin olivat 
steriilejä. (Helgason —Miller 2005.) 
 
6.3 Nopea proteiinin nestekromatografia (FPLC) 
 
FPLC, eli fast protein liquid chromatography (nopea proteiinin nestekromatografia) on 
pylväskromatografia menetelmä, jolla saadaan eroteltua biomolekyylejä niiden spesifis-
ten ominaisuuksien mukaan. Tässä työssä käytettiin geelisuodatusta, joka erottelee 
molekyylit niiden molekyylikoon perusteella. Erottelu tapahtuu, kun molekyylit kulkevat 
geelisuodatuspylvään läpi. Pylväs on huokoinen matriisi, joka koostuu pallomaisista 
partikkeleista. Pylväs tasapainotetaan PBS-puskurilla (fosfaattipuskuroitu fysiologinen 
suolaliuos pH 7,4), joka täyttää matriisin huokoset ja tilan partikkeleiden välillä. Käytän-
nössä pylväs on siis kiinteäfaasi ja sen ulkopuolella oleva puskuri liikkuvafaasi. 
(Amersham Biosciences 2002.) Kuviossa 5 on esitetty nestekromatografian periaate ja 
tyypillinen eluutiokromatogrammi. Siitä näkee, kuinka raskaammat molekyylit kulkevat 
pylvään läpi nopeammin, koska ne eivät mahdu pylvään huokosiin. Ne siis kulkevat 
pylvään läpi nopeammin kuin kevyet molekyylit, jotka kulkevat pylvään huokosten kaut-
ta.  
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Kuvio 5. Geelisuodatuksen periaate. (Wikimedia Commons 2006. Muokattu.) 
 
Lopulliseen kromatogrammin resoluutioon, eli huippujen väliseen eroon, vaikuttaa moni 
eri tekijä, muun muassa: näytteen tilavuus, näytteen tilavuuden suhde pylvään tilavuu-
teen, pylvään mittasuhteet, partikkelin koko, partikkelin kokojakauma, virtausnopeus ja 
puskurin viskositeetti. (Amersham Biosciences 2002.) 
 
6.4 Käytetyt menetelmät 
 
Fosfolipidejä, jotka sisälsivät koliinia (fosfatidyylikoliini, lysofosfatidyylikoliini, sfingo-
myeliini) analysoitiin entsymaattisella fotometrisellä menetelmällä. Fosfolipidit pilkkou-
tuvat fosfolipaasin avulla. Peroksidaasin avulla aikaisempien reaktioiden lopputuotteet 
muodostivat värireaktion. Mittausaallonpituus oli 550 nm. (THL ym. 2015A.) Vakioin-
tisuora oli lineaarinen päätepistemittaus.  
 
Triglyseridit analysoitiin GPO-PAP entsymaattisella fotometrisellä menetelmällä. Trig-
lyseridi hydrolysoidaan lipaasin avulla glyseroliksi ja glyserolikinaasin glyseroli glysero-
li-3-fosfaatiksi. Tämän jälkeen tapahtuu hapettuminen glyseroli fosfaatti oksidaasin 
avulla ja muodostuu vetyperoksidia. Lopulta peroksidaasi aiheuttaa mitattavan värire-
aktion. Mittausaallonpituus oli 510 nm. Reagenssi hydrolysoi triglyseridit glyseroliksi. 
(THL ym. 2015C.) Vakiointisuora on lineaarinen päätepistemittaus. 
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Kolesteroli analysoitiin CHOD-PAP entsymaattisella fotometrisellä menetelmällä, jossa 
kolesteroliesterit hydrolysoituvat kolesteroliesteraasin avulla kolesteroliksi mikä edel-
leen hapettuu kolesterolioksidaasin vaikutuksesta Δ4-kolestenoniksi ja reaktiossa muo-
dostuva vetyperoksidi mitataan lopulta peroksidaasin avulla tapahtuvassa värireaktios-
sa. Muodostuneen värin voimakkuus mitataan aallonpituudella 510 nm. (THL ym. 
2015B.) Vakiointisuora on lineaarinen päätepistemittaus. 
 
Kokonaisproteiinin mittaaminen soluviljelyliuoksessa perustuu Lowryn menetelmään, 
jota oli hieman paranneltu kaupallisessa kitissä reaktioajan ja reaktion vakauden suh-
teen. Lowryn menetelmä perustuu yksinkertaistettuna proteiinin reaktioon kuparitartraa-
tin ja Folin-reagenssin kanssa. Tämä johtaa värinmuutokseen, joka mitataan aallonpi-
tuudella 750nm. (Bio-Rad.) Vakiointisuora on lineaarinen päätepistemittaus. 
Kokonaisproteiinien määritykset viljellyistä soluista tehtiin eri menetelmällä, kuin työn 
muut kokonaisproteiini analyysit. Menetelmä on fotometrinen ja reaktio perustuu biuret-
reaktioon, jossa yksinkertaistetusti Cu+2 pelkistyy Cu+1 proteiinin avulla emäksisessä 
liuoksessa. Reagenssin avulla saadaan aikaan värimuutos, jonka mittausaallonpituus 
on 560 nm. Vakiointisuora on lineaarinen päätepistemittaus. (Thermofisher Scientific 
2017.) 
 
6.5 ELISA menetelmät 
 
Apolipoproteiinien analyysit suoritettiin käyttämällä ELISA (entsyymivälitteinen immu-
nosorbenttimääritys, engl. Enzyme-linked immunosorbent assay) -menetelmää, jossa 
ELISA-kuoppalevylle kiinnitettyihin apolipoproteiini vasta-aineisiin kiinnittyy tietty näyt-
teessä oleva apolipoproteiini. Tämän jälkeen siihen kiinnittyy jälleen toinen apolipopro-
teiini vasta-aine, jossa on konjugaatti (esimerkiksi entsyymi) tai johon kiinnittyy konju-
gaatin sisältävä vasta-aine, joka tunnistaa apolipoproteiini vasta-aineen. Kammioihin 
lisätään substraattia, johon konjugaatti reagoi. Tämän seurauksena tapahtuu värireak-
tio, jonka määrä on verrannollinen näytteen apolipoproteiinin määrään. (van Haperen 
ym.  2000.) Vakiointikäyränä käytettään standardien muodostamaa 4PL eli neljän pa-
rametrin logistiikan käyrää. (Davis — Zhang — Etienne — Huang — Malit.) 
 
ELISA määrityksissä käytetään joko epäsuoraa tai suoraa vasta-aineen sitoutumista jo 
kuoppalevyn pohjaan sidotun antigeenin määrittämiseksi. Suorassa menetelmässä 
apolipoproteiiniin sitoutuu konjugaattia sisältävä vasta-aine suoraan. Epäsuorassa me-
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netelmässä apolipoproteiiniin sitoutuu vasta-aine ja vasta-aineeseen sitoutuu toinen 
vasta-aine, jossa on konjugaatti. Epäsuoraa sitoutumista on pidetty tarkempana. 
  
Vasta-aineet sitoutuvat tunnistettavaan antigeeniin ja siinä tietylle alueelle, jonka se 
tunnistaa epitoopiksi. Epitooppi on siis alue antigeenissä, johon vasta-aineet sitoutuvat. 
Vasta-aineita muodostuu B-soluissa ja yksittäinen B-solu tuottaa vain yhteen antigee-
nin epitooppiin sitoutuvaa vasta-ainetta. Tälläinen vasta-aine on monoklonaalinen ja 
apoB-100 ELISA-menetelmässä käytettiin monoklonaalisia vasta-aineita. Epäsuorassa 
apoB-100 ELISA-analyysissa kuoppalevyn pohjaan sidottu apoB100 reagoi ensin toi-
sen anti-apoB-100 vasta-aineen kanssa ja tämän jälkeen tähän apoB-100 vasta-
aineeseen sitoutuu vielä toinen konjugaation sisältävä vasta-aine.  
 
ApoA-I ELISA-analyysissa käytettiin polyklonaalisia vasta-aineita, jotka tunnistavat 
useita eri epitooppeja ApoA-I proteiinissa. (Mutneja — Mohan — Long — Das 2013.) 
Käytetty apoA-I analyysi perustui suoraan vasta-aine sitoutumiseen, jossa apoA-I vas-
ta-aineeseen oli kiinnitetty konjugaattina toimiva peroksidaasi(POD)-entsyymi. 
 
6.6 Western blot menetelmä 
 
Western blot menetelmää käytetään, kun halutaan erotella ja tunnistaa tietty proteiini 
näytteestä (Kuvio 6). Proteiinien hajoamisen ehkäisemiseksi solujen hajoitus 
näytteestä tehdään kylmässä. Menetelmässä proteiini erotellaan molekyylikoon 
mukaan SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesin (SDS-PAGE) avulla, jonka jälkeen 
negatiivisesti varautuneet proteiinit siirretään geeliltä sähköisesti kiinteään faasiin 
(PVDF-kalvo). Kalvo leimataan halutun proteiinin tunnistavalla vasta-aineella. Tämän 
jälkeen leimataan vasta-aine vasta-aineella, jossa on konjugaatti. Lopuksi lisätään 
substraattia, joka reagoi konjugaatin kanssa, jolloin värireaktio voidaan mitata kalvolta. 
(Mahmood — Yang 2012.)  
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Kuvio 6. Western blot-menetelmä. (Wikimedia commons 2009. Muokattu.) 
 
Western blot:illa pyrittiin selvittämään lipoproteiinien molekyylikoot, sekä hajosivatko 
lipoproteiinit näytteissä. 
7. Opinnäytetyön toteutus 
 
Opinnäytetyössä käytetyt  kaupalliset HUH7-maksasolut olivat alkuperältään hu-
maanikarsinooma-peräisiä maksasoluja. Muita vastaavan tyyppisiä karsinoomalähtöi-
siä maksasolulinjoja ovat HepG2 ja Hep3B.  
 
Eri kaupallisten solujen käyttämistä rasva-aineenvaihdunnan tutkimuksissa on vertailtu 
vuosien saatossa.  Aikaisemmissa tutkimuksissa ei merkittäviä eroja apoB-100:aa si-
sältävien lipoproteiinien aineenvaihdunnassa HUH7- ja HepG2-solujen välillä, joskin 
joitakin spesifisiä eroja löytyy esimerkiksi apoB-100 rasvoittumisessa.  (Meex — And-
reo — Sparks — Fisher 2011).  
 
Cas9 kontrollina käytettiin HUH7 soluja. HUH7 soluista oli hiljennetty OSBPL2-geeni 
CRISPR-Cas9 menetelmällä kuten Kentala ym. (2017) on työssään kuvannut. Solut 
otettiin pakastimesta käyttöön työhömme. Työtä varten käytettiin neljää eri solulinjaa ja 
niistä tehtiin neljät rinnakkaismaljat. Soluviljely tehtiin Minervan soluviljelytiloissa. To-
teutuksen eri vaiheet on esitetty oheisessa prosessikaaviossa (kuvio 7). Vaiheet käsi-
tellään samassa järjestyksessä kuin ne tehtiin. 
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Kuvio 7. Opinnäytetyön toteutus kaaviona. 
 
Näytteenä käytettiin soluviljelyliuosta, missä soluja oltiin kasvatettu 24 tuntia. Tällöin 
näytteistä mitattiin solujen erittämiä rasva-aineita. Kuten yllä esitetään, A-näytteistä 
analysoitiin triglyseridit, koliinia sisältävät fosfolipidit, kolesteroli, apoA-I ja apoB-100. 
 
Tulosten toistettavuutta arvioitiin toisella soluviljelykierroksella mutta käyttäen puolet 
vähemmän eli 5 ml:a soluviljelyliuosta per malja. Näistä näytteistä määritettiin samat 
parametrit kuin yllä on kuvattu.  
 
ApoB-100:n ja apoA-I:n kromatogrammeja vertailtiin FPLC-seerumiajoista (näytteet B 
ja C) saatuihin tuloksiin. On muistettava, että seerumissa lipoproteiinit ovat valmiita 
pallomaisia rakenteita, kun taas maksasolut erittävät esiasteella olevia apoA-I:tä ja 
apoB-100:taa sisältäviä hiukkasia.  
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7.1 Valmistelut 
 
Kaikkia opinnäytetyössä käytettyjä näytteitä ja reagensseja sekoitettiin huolellisesti 
Vortex-Geniellä, magneettisekoittajalla tai pipetillä. Kaikkien kuoppalevyjen absorptio 
mitattiin monileimalaskijalla (Enspire Multimode Plate Reader, PerkinElmer). Solujen 
kokonaisproteiinin määrityksessä käytettiin fotometristä lukijaa (Multiskan FC Micropla-
te Photometer, ThermoScientific). Laitteissa oli valmiiksi ohjelmoidut vakiointi- ja taus-
ta-asetukset. Näytteitä säilytettiin +4 °C:ssa ja jäähauteessa. 
 
FPLC-ajoon käytettiin  PBS-TWEEN (0.01%) pH 7,4 puskuria. Tätä käytettiin FPLC 
puskurina A- ja D-näytteiden ajoon. B ja C näytteiden FPLC-ajossa käytettiin PBS:ää 
ilman TWEEN 20 lisäystä. 
 
A näytteiden valmistelut 
 
Ihmisen maksasoluja (HUH7) kasvatettiin neljänä rinnakkaisena viljelmänä 10 cm solu-
viljelymaljoilla 10 ml:ssa soluviljelyliuosta [Eagle's Minimum Essential Medium with 
With Earle's salts (EMEM), Sigma Aldrich, M0446], johon oli lisätty 10 % vasikan sikiön 
seerumia (FBS, engl. Fetal Bovine Serum) (Sigma Aldrich, F9665), 100 U/ml penisillii-
niä ja 100 µg/ml streptomysiiniä 37 °C:ssa. Solujen kasvu varmistettiin valomikrosko-
pialla. 
  
Jotta solujen erittämät rasva-aineet voitiin tunnistaa ja mitata, solut pestiin kolme kertaa 
rasva-ainevapaalla EMEM:llä (FBS poistettu), ja kasvatettiin edelleen 24 tuntia samois-
sa olosuhteissa. Seuraavana päivänä solujen kasvatusliuos kerättiin talteen (näyte A) 
ja liukenematon materiaali eroteltiin varsinaisesta analyysinäytteestä sentrifugoimalla 
19000 rpm 15 min 10–28 °C:ssa (Sorvall RC50 plus). 
  
Kasvatetut solut kerättiin kaapimalla talteen soluviljelymaljoilta  5 ml:iin jääkylmää 2% 
NaCl:iin, ja solujen kokonaisproteiinipitoisuus määritettiin. Soluliuos sekoitettiin hyvin 
pipetillä ja jokaista solunäytettä siirrettiin 200 µl:aa Eppendorf-putkiin. Loput solunäyt-
teistä sentrifugoitiin (3000g 5 min) ja supernatatantti poistettiin, jolloin jäljelle jäänyt 
solumassa pakastettiin -80 °C:een. 
 
Jokaisesta maljasta saatiin 10 ml:aa soluviljelyliuosnäytettä ja jokaisesta konsentroitiin 
5 ml:aa 1,5 ml:ksi eli 3.3-kertaiseksi konsentraatiksi. Konsentraatti valmistettiin käyttä-
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mällä 10 kDa Pall-suodatinta, jotta kaikki rasvat ja lipoporoteiinit jäivät väkevöityvään 
suodokseen. 
 
Jokaisesta sentrifugoidusta näytteestä pipetoitiin 350 µl:aa  solulinjojen yhteiseen poo-
liin, jolloin näytettä saatiin 1400 µl:aa jokaista solulinjaa kohden. Eli A1-A4 (HUH7) oli 
yksi näyte, A5-A8 (Cas9) oli toinen, A9-A12 (KO1) oli kolmas ja neljäs oli A13-A16 
(KO2) (taulukko 1). Tämä vaihe suoritettiin, jotta saatiin riittävä tilavuus FPLC-ajoon ja 
siitä saatujen fraktioiden analyysiin. FPLC-ajoon ladattiin 1 ml poolinäytettä ja fraktioti-
lavuus oli 1 ml.  
 
Taulukko 1. Soluviljelyn näytteiden merkitseminen. A- ja D-näytteet olivat kahdesta eri soluvil-
jelykokeesta solulinjojen ollessa samat. 
HUH7 solut Cas9-kontrolli 
solut 
CRISPR-Cas9 
KO1 solut 
CRISPR-Cas9 
KO2 solut 
A1 HUH7 A5 CAS9 1 
 
A9 KO1 1 
 
 
A13 KO2 1 
 
 
 
 
A2 HUH7 A6 CAS9 2 
 
A10 KO1 2 A14 KO2 2 
A3 HUH7 
 
A7 CAS9 3 
 
A11 KO1 3 A15 KO2 3 
A4 HUH7 A8 CAS9 4 
 
A12 KO1 4 A16 KO2 4 
Cas9-kontrolli 
solut 
CRISPR-Cas9 
KO1 
solut 
CRIPSR-Cas9 
KO2 
solut 
 
D1 CAS9 1 D5 KO1 1 D9 KO2 1  
D2 CAS9 2 D6 KO1 2 D10 KO2 2  
D3 CAS9 3 D7 KO1 3 D11 KO2 3  
D4 CAS9 4 D8 KO1 4 D12 KO2 4  
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D-näytteiden valmistelut 
 
HUH7 maksasoluja kasvatettiin ja käsiteltiin samalla lailla kuin A-näytteitä. Soluviljelyt 
suoritettiin kolmelle erilaiselle solulinjalle (Cas9-kontrolli, CRISPR-Cas9 KO1 ja 
CRISPR-Cas9 KO2, taulukko 1) ja jokaisesta solulinjasta kasvatettiin neljät rinnakkai-
set 10 cm:n viljelymaljat. Ainoa ero oli, että EMEM soluviljelyliuosta käytettiin vain 5 ml 
viimeisen 24 tunnin kasvatuksessa. Solut kerättiin samalla tavalla kuin A-näytteet. 
 
Jokaisesta sentrifugoidusta näytteestä pipetoitiin 300 µl:aa  solulinjojen yhteiseen poo-
liin, jolloin näytettä saatiin 1200 µl:aa jokaista solulinjaa kohden. Eli D1-D4 (Cas9) oli 
yksi näyte, D5-D8 (KO1) oli toinen, AD9-AD12 (KO2) oli kolmas (taulukko 1). Tämä 
tehtiin, että saatiin riittävä näytetilavuus FPLC-ajoon ja siitä saatuihin eluutiofraktioihin. 
Ajoon laitettiin 1 ml poolia jokaisesta erikseen. Fraktioita kerättiin 1 ml 2 minuutin ajalta, 
jotta saatiin riittävä näytetilavuus fraktioille tehtäviin analyyseihin. 
 
Western blot valmistelut 
 
Western blot-analyysiin käytettiin Biorad:in TGX Stain-Free FastCast Acrylamide 7.5% 
ajogeelivalmistetta noudattaen valmistajan ohjetta (#161-0181). Valmiit geelit 
huuhdeltiin laboratoriovedellä ja säilöttiin kosteaan ja 4 °C odottamaan käyttöä. 
 
Koska analysoitavat näytteet sisälsivät EMEM-soluviljelyliuoksessa suolaa, joka häirit-
see analyysiä, niin tämän takia näytteiden proteiinit eristettiin asetoni-saostuksella. 
Saostuksessa 5 ml -20 °C:sta asetonia lisättiin 15 ml:n muoviputkiin, joissa oli 1 ml 
analysoitavia näytteitä. Näytteet vorteksoitiin hyvin ja säilytettiin -20 °C:ssa yön yli. Tä-
män jälkeen näytteet sentrifugoitiin (4600 x g, 10 min). Supernatantti poistettiin, näyt-
teet sekoitettiin ja siirrettiin Eppendorf-putkiin, joita sentrifugoitiin edelleen (13 000 rpm, 
4min). Supernatantti poistettiin ja proteiinisakka pohjalla kuivattiin typellä. Tämän jäl-
keen putkiin lisättiin 40 µl:aa 1x SDS-näytepuskuria (1 M TBS pH 6.8, johon oli lisätty 
glyseroli, 2-merkaptoetanoli, SDS (natriumlauryylisulffaatti), ja bromifenolisini. Ennen 
geeliajoa näytteet kuumennettiin 100 °C:ssa 5 minuutin ajan. 
 
Seeruminäytteiden valmistelut 
 
Verinäytteet otettiin 10 ml:n geeliseerumiputkiin kahdelta vapaaehtoiselta, jotka nimet-
tiin B- ja C-näytteiksi. B-näyte oli otettu ilman paastoa, kun taas C-näyte oli paastonäy-
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te. Seerumi erotettiin 30 minuutin kuluttua sentrifugoimalla (3000g, 10 min, 22 °C) Tä-
män jälkeen seeruminäytteet jaettiin 1100 µl:n kolmeen erään eri Eppendorfputkiin. 
Yhdestä erästä tehtiin tarvittavat analyysit ja loput pakastettiin myöhempää käyttöä 
varten. 
 
7.2 Toteutus 
 
Aluksi määritettiin A-näytteistä triglyseridit, koliinia sisältävät fosfolipidit ja kolesterolipi-
toisuudet. Samalla pyrittiin konsentroiduista näytteistä tekemään samat määritykset, 
koska tiedossa oli jo aikaisemman kokemuksen perusteella kyseessä olevien lipidien 
matalat pitoisuudet. Tämän jälkeen päädyttiin tekemään apoA-I ja apoB-100 analyysit 
pelkästään ei-konsentroiduille A-näytteille. Tällä varmistettiin tarvittavat näytemäärät 
tuloksien saamiseksi mittausalueelle fraktioiden osalta. 
 
Tämän jälkeen valmisteltiin D-näytteet ja niistä analysoitiin triglyseridit ja kolesteroli. 
Lopuksi analysoitiin apoA-I ja apoB-100, sekä koliinia sisältävät fosfolipidit. Molempien 
näytesarjojen valikoiduista näytteistä tehtiin vielä Western blot-analyysi apoB-100:lle. 
 
Näytteiden fraktiointi toteutettiin käyttäen Superose 6HR 10/30 kromatografiapylvästä 
(GE Healthcare), joka oli kytketty FPLC-laitteeseen ja noudattaen Yan ym. Kuvaamaa 
menetelmää (2007A). Pylvääseen ajettiin 1 ml aikaisemmin valmistettua poolia jokai-
sesta A- ja D-näytteestä. Näytteen ajoaika oli 90 minuuttia ja kerätty fraktiotilavuus 1 
ml. Pylväs huuhdeltiin ajopuskurilla näytteiden välillä. Myös B- ja C-näytteiden fraktiois-
ta tehtiin apoA-I ja apoB-100 analyysit vertailun takia mutta  näytetilavuus oli 700 µl ja 
fraktiotilavuus 500 µl. 
 
Suurimmassa osassa määrityksiä käytettiin myös Suomen Punaiselta Ristiltä hankittua 
plasmaa kontrollina. 
 
Rasva- ja proteiinianalyysit 
 
Triglyseridin (Roche/Hitachi 11488872) määrityksessä käytetyt reagenssit olivat 
Roche/Hitachin valmistamia. Vakioliuoksena käytettiin Rochen Precimat Glycerolia 
(2,29 mmol/l), joka oli käyttövalmista ja säilytettiin 4-7 °C:ssa. Vakiointisuoran laimen-
nus alkoi pelkällä vakioliuoksella ja laimennettiin siitä eteenpäin pelkällä vedellä 1:2 
edellisestä. Triglyseridit analysoitiin 96-kuoppalevyillä. A-näytteiden kohdalla näytetila-
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vuuksina käytettiin 50 µl ja 25 µl. B- ja C-näytteiden kohdalla näytetilavuuksina käytet-
tiin 10 µl ja fraktioiden 50 µl. D-näytteiden kohdalla näytetilavuutena käytettiin 25 µl ja 
EMEM 25 µl taustan tarkistukseen. 
 
Kolesterolin (Roche/Hitachi 11491458 216) määrityksessä käytetyt reagenssit olivat 
Roche/Hitachin valmistamia. Kolesterolin määrityksessä käytetty vakioliuos oli Ther-
moFisher Scientificin valmistamaa sCal (#981831), joka oli liuotettu laboratoriolaatui-
seen veteen ja säilöttiin erissä -20 °C:ssa ja käyttövalmiina 4-7 °C:ssa. Vakiointisuoran 
laimennuksessa vahvin piste oli pelkkää sCal-liuosta ja loput pisteet olivat aina vedellä 
laimennettu 1:2 edellisestä. Kolesterolipitoisuudet analysoitiin 96-kuoppalevyillä. A-
näytteiden kohdalla näytetilavuuksina käytettiin 50 µl ja 25 µl. B- ja C-näytteiden koh-
dalla näytetilavuuksina käytettiin 5 µl ja fraktioiden 50 µl. D-näytteiden kohdalla näyteti-
lavuutena käytettiin 50 µl ja EMEM 50 µl taustan tarkistukseen. 
 
Fosfolipidien määrityksessä käytettiin DiaSysin kaupallista kittiä (#1 5741 99 10 930). 
Vakioliuoksena käytettiin kitin fosfolipidistandardia (4mmol/l). Vakiointisuora alkoi lai-
mentamattomalla vakiolla, josta sitä laimennettiin eteenpäin vedellä 1:2 edellisestä. 
Fosfolipidit analysoitiin 96-kuoppalevyillä. A-näytteiden kohdalla näytetilavuuksina käy-
tettiin 50 µl ja 25 µl. B- ja C-näytteiden kohdalla näytetilavuuksina käytettiin 4 µl ja frak-
tioiden 50 µl. D-näytteiden kohdalla näytetilavuus oli 50 µl. 
 
Kokonaisproteiinin määrityksessä käytettiin Bio-Rad:in DC Protein Assay kittiä (Biorad 
500-0116). Näytteiden kokonaisproteiinimäärät analysointiin 96-kuoppalevyillä. Vakio-
na käytettiin naudan seerumin albumiinia (BSA 4mg/ml) ja vakiolaimennokset tehtiin 
PBS:ään. Vakiointisuoran korkein arvo oli 1mg/ml. Näytteiden punaisen värin vaikutus-
ta analyyseihin epäiltiin, koska analyysin aikana ei huuhdeltu kuoppia ollenkaan. Väri 
kontrolloitiin lisäämällä EMEM liuosta erillisiin kuoppiin ja vertaamalla absorptiolukemia 
näytteen lukemiin. Proteiinimääritys tehtiin erillisohjeen mukaan. Reagenssi A:ta (Al-
kaali kuparitartraattiliuosta) lisättiin 25 µl näytteiden, standardien ja kontrollien päälle. 
Tämän jälkeen kuoppalevyä sekoitettiin 30 sekuntia Heidolph Titramax 100 kuoppalevy 
sekoittajalla. Sitten lisättiin 200 µl reagenssi B.tä (laimennettua folin reagenssia) moni-
kanavapipetillä jokaiseen kuoppaan. Heidolph titramax 100:lla sekoitettiin muutama 
minuutti ja annettiin reagenssin vaikuttaa 15 minuuttia huoneenlämmössä pöydällä. 
Tämän jälkeen muodostunut kompleksin absorptio mitattiinaallonpituudella 750 nm. A-
näytteiden kohdalla näytetilavuuksina käytettiin 5µl:aa ja 50 µl:aa. Sama analyysi teh-
tiin myös konsentroiduille A-näytteille 5 µl ja 10 µl tilavuuksilla. 
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Solujen kokonaisproteiini määrityksessä käytettiin Thermo Scientificin BCA Protein 
Assay (#23225) valmistetta. Vakioliuos oli käyttövalmis BSA standardi, jonka pitoisuus 
oli 2mg/ml. Vakiointisuoran vahvin piste oli pelkkää BSA-liuosta, josta eteenpäin sitä 
laimennettiin kitin mukaan 0,025 mg/ml asti. D-solunäytteisiin lisättiin 5 µl:aa 30%:sta 
SDS:ä ennen kokonaisproteiinimääritystä. Tämän jälkeen näytteet vorteksoitiin ja laitet-
tiin 20 minuutiksi +65 °C:een. Sen jälkeen näytteet sonikoitiin kärskisonikaattorilla. Tä-
män jälkeen menetelmän mukaisesti solunäytteitä pipetoitiin kolmet rinnakkaiset kuop-
palevyille 5 µl:n näytetilavuudella. Reagenssi-seosta lisättiin 200 µl:aa jokaiseen kuop-
paan ja annettiin inkuboitua 37 °C:ssa 20 minuuttia. D-näytteiden solujen analyysissä 
käytettiin 5 µl näytetilavuutta. 
 
ELISA analyysit 
 
ApoA-I analysoitiin Minervan omalla menetelmällä, jossa kanin polyklonaalista IgG vas-
ta-ainetta (R34) aluksi kiinnitetään kuoppalevylle. Yhteen kuoppaan laitettiin 200 µl:aa 
vasta-ainelaimennosta sisältäen 0,5 µg:aa IgG:tä. Puskurina oli 0,05M 
Na2CO3+NaHCO3 pH 9,6.  Vasta-ainekiinnitys levyihin tapahtui jääkaappilämpötilassa 
yön yli. Levyt huuhdeltiin kuusi kertaa 350 µl:lla puskuria (0,5% PBS + 0,05% TWEEN 
20, pH 7,4). Tämän jälkeen lisättiin blokkauspuskuria (0,5% PBS, 0,5% BSA pH 7,4) 
250 µl:aa jokaiseen kuoppaan ja annettiin kuoppalevyn olla tunnin huoneenlämmössä 
teippikannen alla. Edellinen pesu toistettiin. 
 
Standardina käytettiin apoA-I (2mg/ml Behringwerke) vakioliuosta, joka laimennettiin 
laimennuspuskuriin haluttuihin konsentraatioihin vakiointikäyrää varten. Näytteitä lisät-
tiin 200 µl, joka oli maksimimäärä, laimennettuna tai laimentamattomina. Kuoppalevy 
peitettiin tämän jälkeen ja sitä kevyesti sekoitettiin Heidolph Titramax 100-alustalla (1 
tunti huoneenlämmössä). Jälleen kuoppalevy pestiin puskurilla.  
Peroksidaasi-leimattu (POD) anti-apoA-I vasta-aine laimennettiin laimennuspuskuriin 
suhteessa 1:500. Tämän jälkeen sitä pipetoitiin kaikkiin kuoppiin 200 µl ja peitettiin jäl-
leen ja jätettiin tunniksi huoneenlämpöön. Tämän jälkeen kuopat pestiin ja hetkeä ai-
kaisemmin valmistettua substraattia (0,1 M sitruunahappo (C6H8O7), 0,2 M natriumvety-
fosfaatti (Na2HPO4), laboratoriolaatuinen vesi (H20), o-fenyleenidiamiini tabletti ja 30% 
vetyperoksidi (H2O2)) lisättiin 200µl jokaiseen kuoppaan ja kuoppalevy peitettiin foliolla 
kymmeneksi minuutiksi. Lopulta kuoppiin lisättiin 50 µl reaktion pysäyttävää liuosta (3M 
rikkihappoa) ja reaktion värillinen lopputuote mitattiin aallonpituudella 490 nm. A-
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näytteiden kohdalla näytetilavuuksina käytettiin 200 µl ja laimennetuilla näytteillä 50 µl. 
B ja C näytteet analysoitiin 1:80 000 laimennoksella ja niiden FPLC-fraktiot 1:16 000. 
 
ApoB-100 analysoitiin käyttämällä kaupallista Mabtech:n Human apolipoprotein B ELI-
SA Pro kittiä (3715-1HP-2) kitin ohjeiden mukaan. A-näytteiden näytetilavuuksina käy-
tettiin 100 µl, 50 µl laimennettu, 25 µl laimennettu ja 10 µl laimennettu. B- ja C-
näytteiden näytetilavuuksina käytettiin 100 µl 1:5000 laimennoksella ja fraktioiden koh-
dalla 100 µl 1:1000 ja 1:2000 laimennoksilla. B- ja C-näytteiden laimennukset aloitettiin 
kitin neuvomalla Triton X laimennuksilla. D-näytteiden tilavuutena käytettiin 100 µl. 
 
Apolipoproteiini B-100:n Western blot –analyysi 
 
Ajogeelit valmistettiin ohjeen mukaan analyysiä varten. Valmistetuista geeleistä valittiin 
hyvin säilyneet ja ehjät kaivot omaavat. Standardina käytettiin Thermo Fisherin Page-
Ruler Plus Prestained Protein Ladder-kittiä (#26619), joka sisälsi yhdeksän proteiinia 
10-250 kDa:n välillä ja sitä pipetoitiin geeliin 5 µl. Kontrollina käytettiin apoB-100:aa 
sisältävää LDL-näytettä, josta geeliin laitettiin 15 µl sisältäen 50 ng apoB-100:aa SDS-
näytepuskurissa. Tätä näytettä ei ollut kuumennettu. 
 
Näytteistä pipetoitiin 30 µl geelien kaivoihin geelielektroforeesi-laitteeseen, jossa oli 
TGS:a (triglysiinisulfaatti) ajopuskurina.  Pipetointien jälkeen ajopuskuria lisättiin niin, 
että geelin ja geeliajolaitteen pinnat olivat tasan. Geelielektroforeesi ajettiin 300V:ssa 
noin 80 minuutin ajan. Suurikokoisin standardi liikkui yli puolen välin geelissä, jolloin 
näytepuskuri oli jo ajettu ulos geelistä samoin kuin suurin osa muista standardeista. 
Tämä tehtiin, koska haluttiin saada suurikokoinen 550kDa:n apoB-100 ajettua geeliin. 
Geelin proteiinit kuvattiin  Biorad Chemidoc Touch Imaging System:llä, jonka avulla 
myös varmistettiin että proteiineja oli 250 kDa:n yläpuolella. 
 
Proteiinin siirtokalvona käytettiin Trans-Blot Turbo RTA Transfer kit LF PVDF-kalvoa 
(Biorad 170-4274). Ensimmäisenä kostutettiin PVDF-kalvo (polyvinyylideeni-fluoridi) 
etanolilla ja sitten Western blot-puskurilla. Paperifiltterit kostutettiin samalla puskurilla. 
Yksi filtteripino asetettiin kasetin pohjalle ja päälle pistettiin PVDF-kalvo ja geeli ja lo-
puksi viimeinen paperifiltteri. Pinoa painettiin kokoon ilman poistamiseksi sekä parem-
man proteiinien sähköisen siirtymisen onnistumiseksi. Kasetti asetettiin Biorad Trans-
Blot Turbo laitteeseen ja proteiinien siirtoaika oli 30 minuuttia. PVDF-kalvo otettiin lait-
teesta ulos ja siirrettiin etanoliin ja sitten jälleen Chemidoc Touch Imaging System:iin. 
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Kuvauksen jälkeen kalvo siirrettiin veteen ja sen jälkeen TBS-T (Tris-puskuroitu suola-
liuos, jossa 0,1% TWEEN 20) pesuliuokseen. Pesuliuoksesta kalvo siirrettiin tunniksi 
pieneen heilutukseen 5%:een maitojauheliuokseen, joka oli valmistettu pesuliuokseen. 
Maitojauheliuos huuhdeltiin pesuliuoksella. Tämän jälkeen lisättiin 0,5% maitojauheliu-
osta, joka sisälsi kanissa valmistettua polyklonaalista anti-humaani apoB-100-vasta-
ainetta 1:1000 laimennoksena. Kalvo siirrettiin pieneen heilutukseen 4 °C:een yön yli, 
jotta vasta-aine sitoutuisi PVDF-kalvossa olevaan apoB-100-proteiiniin. 
 
Tämän jälkeen kalvoa huuhdeltiin pesuliuoksella 30 minuuttia vaihtaen pesuliuos ker-
ran 15 minuutin kohdalla. Tämän jälkeen lisättiin 0,5% maitojauheliuosta, joka sisälsi 
1:2000 laimennettua vuohen polyklonaalista kani-vasta-ainetta, johon oli sidottu toimin-
nallinen konjugaatti. Kalvo jätettiin pieneen heilutukseen tunniksi. Tunnin jälkeen 
PVDF-kalvo siirrettiin taas 30 minuutiksi pesuliuokseen, jolloin ylimääräiset vasta-
aineet peseytyivät pois. 
 
Tämän jälkeen PVDF-kalvo siirrettiin piirtoheitinkalvolle ja päälle levitettiin Clarity Wes-
tern ECL-entsyymisubstraatti (Biorad 170-5060). Kalvo kuivattiin kalvon ympäriltä pois-
tettiin ylimääräinen substraatti, jotta kuvantamiskone ei vaurioituisi siitä. Sen jälkeen 
geeli kuvattiin jälleen Chemidoc Touch Imaging System:llä eri valotusajoilla.  
 
8. Tulokset 
 
Mitattavat arvot käsiteltiin tilastollisin menetelmin Microsoft Exceliä ja SPSS-ohjelmia 
käyttäen. Tuloksia korjattiin ottaen huomioon näytteiden laimennukset ja konsentraatiot 
ja tämän jälkeen niistä tehtiin vertailukelpoisia käyttäen soluista mitattuja kokonaispro-
teiiniarvoja maljoittain. Soluista tehtiin neljät rinnakkaiset maljat, joten poikkeamia sul-
jettiin tuloksista pois vertailemalla keskiarvoja eri solujen kesken. Näin saatiin tulokset 
vertailukelpoisiksi keskenään. Tuloksia tarkasteltiin keskihajonnalla, keskiarvon keski-
virheellä ja parillisen t-testi merkittävyyden avulla. 
 
Laskelmista myös poistettiin poikkeamia, kuten erittäin isoja muutoksia vakioinneissa 
tai liian matalia tuloksia vakiointikäyrälle. Vakioiden korrelaatiota keskenään tarkastel-
tiin vakiointikäyrän r-arvolla. 
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Cas9 kontrollien tuloksia verrattiin kumpaankin hiljentyneeseen HUH7-solulinjaan las-
kemalla niiden parillinen t-arvo. Siitä saatiin P-arvo tulosten erojen merkittävyydestä. 
Tulosten keskihajonta ja keskiarvojen keskihajonnan virhe tuloksille laskettiin. 
 
Näytteitä ajettiin eri tilavuuksilla, koska analyysiohjeet oli tehty ihmisen plasmal-
le/seerumille ja kuten tuloksista näki, olivat solujen tuottamat proteiini- ja lipidipitoisuu-
det odotetusti hyvin pieniä. Laskelmissa käytettyihin näytetilavuuksiin päädyttiin valit-
semalla lähin tilavuus, jota menetelmässä suositeltiin ja jolla saatiin vertailukelpoisia 
tuloksia.  
 
8.1 A-näytteet 
 
Tuloksia (kuvio 8) tarkastelemalla havaittiin A-näytteissä soluviljelyliuoksen triglyseridi-
en nousua ORP2-hiljennetyissä solulinjoissa verrattuna Cas9-kontrolliin. Suurimmalla 
tuloksella (KO2) oli kuitenkin suurin keskiarvon keskivirhe ja mitattavat tulokset olivat 
odotetusti hyvin matalia, eli nanomooleja milligrammassa. 
 
Kolesterolipitoisuus soluviljelyliuoksessa kasvoi myös hiljennetyissä solulinjoissa ver-
rattuna Cas9-kontrolliin. Kuitenkin mitattavat tulokset olivat matalia ja keskiarvon keski-
virhe suuri, joten tulokset voivat olla virheen huomioitaessa saman suuruiset. 
 
Fosfolipideissä ei todettu muutoksia ORP2-hiljennettyjen ja kontrollin välillä. Kuten trig-
lyseridi- ja kolesterolimäärityksissä, myös fosfolipidipitoisuudet soluviljelyliuoksessa 
olivat alhaisia mutta toisaalta keskiarvon keskivirhe oli mitatuista rasvoista pienin. 
 
Soluviljelyliuoksen kokonaisproteiinimäärät olivat koholla ORP2 hiljennetyissä näytteis-
sä. Keskiarvon keskivirhe oli kuitenkin jälleen suuri, joka vaikeuttaa tuloksien luotetta-
vaa tulkintaa. 
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Kuvio 8. A-näytteistä mitatut triglyseridi-, kolesteroli, fosfolipidi ja kokonaisproteiini tulokset 
rinnakkaismaljojen keskiarvon ja solutyypin mukaan suhteutettuna maljoista mitattui-
hin kokonaisproteiinimääriin. Kuvan A-näytteiden tulosten p-arvot näkyvät taulukossa 
3. 
 
A-näytteiden apoA-I:n tulokset (kuvio 9) sisältävät hyvin ison keskiarvon keskivirheen ja 
tulokset olivat myös hyvin lähellä toisiaan, joten tilastollisesti luotettavaa muutosta 
ORP2 hiljennettyjen ja kontrollin välille ei voi osoittaa. ApoB-100:n tuloksissa havaittiin 
selkeä nousu ORP2 KO2 ryhmässä, kun verrattiin Cas9-kontrolliin. ORP2 KO1:llä 
apoB100 oli hieman koholla, mutta kontrolliryhmään verrattuna ja virheitä tarkastelta-
essa ei nousu ole tilastollisesti merkitsevä. ORP2 KO2-soluviljelyliuoksessa oli matala 
apoA-I/apoB-100 proteiinisuhde Cas9 kontrolliin verratessa, joka johtui korkeasta 
apoB-100-tuloksesta. 
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Kuvio 9. A-näytteistä mitatut apoA-I, apoB-100 sekä apoA-I/apoB-100 proteiinisuhde rinnak-
kaismaljojen keskiarvon ja solutyypin mukaan suhteutettuna maljojen soluista mitat-
tuihin kokonaisproteiinimääriin. 
 
Alla (taulukko 2) tiivistettynä A-näytteiden Cas9-kontrolliin verrattuna olevat erot ORP2 
KO1:n ja KO2:n välillä. ApoB-100:n ja triglyseridien pitoisuuksien nousujen ero kontrol-
liin korostui hiljennetyissä soluissa, vaikka tulokset eivät nousseet ORP2 KO1:llä ja 
KO2:lla yhtä paljon. Kolesterolin, fosfolipidien ja kokonaisproteiinien tulokset taas pysy-
vät samanlaisina kummassakin hiljennyksessä. ApoA-I tulos näyttää hyvin ristiriitaisel-
ta, kuten virheen tarkastelu ylempänä osoitti. Taulukossa 2 on myös  ORP2 KO1:n ja 
KO2:n välinen prosentuaalinen ero analyyseille. 
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Taulukko 2. Cas9-kontrolliin verrattuna hiljennettyjen solulinjojen prosentuaalinen muutos A-
näytteissä kaikissa analyyseissä, sekä KO1 ja KO2 prosentuaalinen (%) ero kes-
kenään. 
 Kok.proteiini Triglyseridi Fosfolipidi Kolesteroli Apo 
A1 
Apo 
B100 
KO1 41,7 28,4 -0,1 25,2 7,0 4,0 
KO2 31,4 24,6 -6,9 18,6 -5,8 28,2 
KO1 & 
KO2 %-
ero 
-17,8 -5,3 -6,8 -8,8 -7,8 27,3 
 
Alla esitetään (taulukko 3) kaikkien A-näytteiden ORP2 KO1 ja KO2 tilastolliset arvot 
verrattuna kontrolliin. Tuloksien vähäinen määrä korostuu taulukon tuloksissa, koska 
suurin osa tuloksista ei ole niiden perusteella tilastollisesti merkittävä. Havaittavissa on, 
että ORP2 KO2:n erot triglyseridillä olivat tilastollisesti merkittäviä, kun tarkastellaan 
sen p-arvoa. Näyteotos oli kuitenkin hyvin pieni, joka osaltaan vaikutti tuloksien laatuun 
ja merkittävyyteen. 
 
Taulukko 3. A-näytteiden analyysien ORP2 hiljennyksen vertailu kontrolliin. 
A-näytteet Korrelaatio  Parillinen t-testi  P-arvo 
KO1 triglyseridi -0,026 -1,414 0,252 
KO2 triglyseridi 0,81 -5,588 0,011 
KO1 ApoA-I 0,428 -1,607 0,249 
KO2 ApoA-I -0,499 0,284 0,795 
KO1 ApoB-100 0,582 -0,653 0,56 
KO2 ApoB-100 -0,077 -2,533 0,085 
 
8.2 D-näytteet 
 
Alla (kuvio 10) näkyy tulosten luotettavuuden ja toistettavuuden vuoksi mitattujen D-
näytteiden tulokset käyttäen samaa alkuperää olevia ORP2 hiljennyksiä ja kontrollia 
mutta soluviljelyliuoksen ollessa 5 ml eli puolet A-näytteisiin verrattuna. ApoA-I tulokset 
sisälsivät jälleen suuren keskiarvon keskivirheen ja tuloksissa ei tämän vuoksi voi tode-
ta mitään muutosta ORP2 KO1, KO2 ja  Cas9-kontrollin välillä. ApoA-I:n tulokset olivat 
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D-näytteissä enemmän koholla, kuin A-näytteillä, mutta samoin oli keskiarvon keskivir-
he. Tämän takia apoA-I:n tuloksista ei voida luotettavasti todeta muutosta. 
 
ApoB-100:n tulokset olivat samansuuntaiset, kuin A-näytteissä ja ORP2 KO2:ssa nä-
kyy selvä apoB-100:n erityksen lisäys verrattuna Cas9-kontrolliin. Tuloksissa nähtiin 
kuitenkin huomattava kohoaminen myös ORP2 KO1:n kohdalla. Soluviljelyssä soluvil-
jelyliuoksen tilavuuden alentaminen 10 ml:sta 5 ml:aan selvästi lisäsi muutosten ha-
vainnointia. 
 
Soluviljelyliuoksen triglyseridi-tulokset olivat myös A-näytteiden kanssa samansuuntai-
set. Molemmissa oli havaittavissa nousua ORP2 KO1:llä ja KO2:lla, mutta jälleen suuri 
keskiarvon keskivirhe vähensi tulosten merkitsevyyttä. Otoksen kokoa oli lisätty tark-
kuuden parantamiseksi, joka näkyi tulosten merkittävyydessä. 
 
 
Kuvio 10. D-näytteistä mitatut apoA-I, apoB-100 ja triglyseridipitoisuudet rinnakkaismaljojen 
keskiarvon ja solutyypin mukaan suhteutettuna maljoista mitattuihin kokonaisprote-
iinimääriin. 
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Alla (taulukko 4) on D-näytteiden Cas9-kontrollin ja ORP2 KO1:n ja KO2:n väliset erot. 
D-näytteet olivat konsentroidumpia, kuin A-näytteet, joten muutokset ovat myös pro-
sentuaalisesti suurempia, kuten yllä huomattiin (taulukko 2). 
 
ApoB-100-pitoisuudet nousivat samansuuntaisesti, kuin A-näytteillä. ORP2 hiljennetty-
jen tuloksien ero kasvoi hieman aikaisemmasta, mutta näitä eroja selittää ainakin osit-
tain solujen kokonaisproteiinien määrät. 
 
Triglyseridien pitoisuudet nousivat samansuuntaisesti, kuin A-näytteillä mutta ero 
ORP2 KO1:n ja KO2:n välillä korostui. Myös ORP2 KO1:n ja KO2:n keskinäiset erot 
näkyvät taulukosta suurempana muutoksena, kuin A-näytteiden kohdalla. Solujen pro-
teiinimäärät vaikuttavat kaikkiin muutoksiin tasaavasti. 
 
Taulukko 4. Cas9 kontrollin keskiarvo verrattuna ORP2 hiljennettyjen solulinjojen keskiarvoon 
prosentuaalisesti D-näytteissä, sekä ORP2 KO1 ja KO2 keskiarvojen prosentu-
aalinen (%) ero keskenään. 
  Triglyseridi ApoA-I ApoB-100 
KO1 44,4 30,0 31,7 
KO2 15,4 41,4 55,7 
KO1 & KO2 %-ero -52,1 16,3 35,1 
 
Alla esitetty (taulukko 5) kaikki D-näytteiden tulokset, joissa EMEM liuoksen tausta-
arvon (fenolipunainen pH-indikaattori) poistamisen jälkeen saatiin mitattavia tuloksia. 
Kolesteroli- ja fosfolipidiarvot eivät analyyseissä ylittäneet taustan määrää, eli niitä ei 
voinut näissä matalissa pitoisuuksissa luotettavasti mitata. 
 
Taulukko 5. D-näytteiden analyysien ORP2 hiljennyksen vertailu kontrolliin. 
D-näytteet Korrelaatio Parillinen t-testi P-arvo 
Triglyseridi KO1 0,037 -3,448 0,011 
Triglyseridi KO2 0,01 -0,63 0,549 
ApoA-I KO1 0,311 -0,631 0,551 
ApoA-I KO2 -0,555 -0,586 0,576 
ApoB-100 KO1 -0,002 -7,6 <0,001 
ApoB-100 KO2 -0,038 -12,41 <0,001 
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ORP2 KO1:n ja KO2:n kohdalla apoB-100:n tulos on tilastollisesti merkittävä, koska P-
arvo oli molemmilla <0,001, jolloin apoB-100 arvojen useiden prosenttien nousu, kuten 
taulukosta 4 näki, on tilastollisesti merkittävä. Vaikka rinnakkaisia tuloksia oli useita, 
ainoastaan triglyseridi-pitoisuus ORP2 KO1-soluviljelyliuoksessa oli merkittävästi kor-
keampi Cas9-kontrolliin verrattuna (0,011). Pienetkin erot absorptio-lukemissa vaikutti-
vat suuresti triglyseridi arvoihin sen jälkeen, kun näytteiden liuoksen punainen väri oli 
korjattu tuloksista pois. 
 
8.3 FPLC-analyysit 
 
Alla esitetyt (kuvio 11) fraktiot olivat näytetilavuudeltaan 1 ml. HUH7-soluviljelyliuoksen 
eluutiofraktioiden apoA-I:n proteiinihuippu sijoittui 25-28 minuutin kohdalle, kun taas 
apoB-100 eluoitui 23-26 minuutin kohdalla. Eli molekyylipainoltaan suurempana prote-
iinina apoB-100 eluoituu aikaisemmin, kuin kevyempi apoA-I. HUH7 tuottaman ja erit-
tämän apoA-I:n huippupiikit sijoittuivat lähelle seerumin HDL:n tunnettua eluointikohtaa 
geelifiltraatioanalyysissä ja apoB-100:n proteiinipiikki sijoittui lähelle seerumin VLDL:n 
tunnettua eluointikohtaa. Tällä FPLC-geelifiltraatioajolla pyrittiin varmistamaan, olivatko 
apoA-I ja apoB-100 esiasteiset lipoproteiini-hiukkaset ehjiä ja käyttäytyivätkö ne see-
rumin lipoproteiinien tavoin tässä kromatografia-analyysissä. 
 
 
Kuvio 11. HUH7-villityypin solujen fraktiot A-näytteiltä. 
 
Cas9-kontrollin FPLC-analyysissä apoA-I:n proteiinipiikki eluoitui A-näytteellä ajankoh-
dalla 29-38 minuuttia ja apoB-100 eluoitui pylväästä 17-18 minuutin kohdalla (kuvio 
12). A-näytteiden apoB-100 antoi positiivisen signaalin ELISA-määrityksessä useam-
massa kohdassa eluutiokuvaajaa. 
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ApoA-I:n proteiinihuippu D-näytteelle sijoittui 31-32 minuuteille ja apoB-100-proteiinin 
korkein pitoisuus 23-24 minuutin kohdalle, mikä A-näytteisiin verrattuna on hieman 
myöhäisempi. D-näytteiden kohdalla rajallisten resurssien takia analysoitiin suppeampi 
fraktioiden määrä. 
 
 
Kuvio 12. Cas9-HUH7-kontrolliryhmän apoA-I ja apoB-100 eluutiofraktiot A- ja D-näytteille. 
 
ORP2 KO1:n soluviljelyliuoksen eluutiofraktiot olivat näytetilavuudeltaan 1 ml. Alla ole-
vasta kuvasta (kuvio 13) nähdään, että ORP2 hiljennettyjen KO1-näytteiden  apoA-I ja 
apoB-100 eluutio-ajankohdat vastaavat hyvin samoja kohtia kuin kontrolliryhmä 
Cas9:llä. 
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Kuvio 13. Hiljennetyn ORP2 KO1 maksasolujen soluviljelyliuoksen apoA-I ja apoB-100 eluutio-
fraktiot A- ja D-näytteille. 
 
ORP2 KO2:n soluviljelyliuoksen apoA-I ja apoB-100 eluutiofraktiot sijoittuivat hyvin 
samoihin kohtiin, kuin Cas9-kontrollilla. Myös ORP2 KO1:n soluviljelyliuokseen verrat-
tuna apoA-I ja apoB-100 eluoituvat vastaavissa kohdissa (kuvio 14). 
 
 
Kuvio 14. ORP2 KO2 soluviljelyliuoksien apoA-I ja apoB-100 FPLC-eluutiofraktiot A- ja D-
näytteille. 
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Kuviossa 15 on seeruminäytteiden apoB-100-lipoproteiinifraktiointi FPLC-
geelifiltraatiolla. B-näytteen apoB-100 eluoitui 23 minuutin kohdalla ja C-näytteessä 22 
minuutin kohdalla. ApoB-100:n eluutio-tulokset eri näytteille olivat hyvin samansuuntai-
set ja sijoittuivat 20 minuutin kohdille.  
 
 
Kuvio 15. B- ja C-seeruminäytteiden apoB-100 eluutiofraktiot FPLC-analyysissä. 
 
Kuvio 16 esittää seeruminäytteiden apoA-I-lipoproteiinifraktioinnin FPLC-
geelifiltraatiosta. B-näytteiden apoA-I eluoitui 33-35 minuutin kohdalla. Pitoisuuksia ei 
verrattu vakioinnin epäonnistumisen vuoksi, jolloin kuvassa 16 näkyvät tulokset ovat 
ELISA-analyysissä saatuun absorbanssiin perustuvia, jotka kuitenkin antavat luotetta-
van kuvan apoA-I:n eluutiokohdasta. 
 
C-näytteiden eluutiofraktioiden apoA-I proteiinipiikki sijoittui 30-32 minuutin kohdalle. 
ApoA-I:n eluutiotulokset FPLC-geelifiltraatiossa ovat samansuuntaisia A- ja D-
näytteiden kanssa. 
 
 
Kuvio 16. B- ja C-seeruminäytteiden apoA-I eluutiofraktiot FPLC-analyysissä. 
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8.4 Western blot-analyysi 
 
ApoB-100:n Western blot -analyysi esitetty kuviossa 17 A- ja D-näytteille. Vakiota tar-
kastelemalla ORP2 hiljennettyjen solujen (D9 KO2, D7 KO1) apoB-100-vasta-aineella 
saadut signaalit sijoittuivat korkeammalle molekyylipainoalueelle, kuin 250 kDa:n vakio. 
Biologisena kontrollina toimi apoB-100:n ELISA määrityksissä käytetty puhdistettu LDL, 
joka Western blot analyysissä vastaa kooltaan 550 kDa:a. Tähän verrattuna D-
näytteissä oleva apoB-100 vasta-aineen antama signaali sijoittuu 250 – 550 kDa:n vä-
limaastoon. Cas9-kontrollinäytteen immunologinen vaste oli samanlainen, kuin ORP2 
hiljennetyissä solunäytteissä, joskin signaalien intensiteetti vaihteli näytteiden välillä. 
Tämä voi viitata apoB-100-proteiinin erilaiseen aineenvaihdunnalliseen hajoamiseen 
riippuen pitkälti apoB-100:n rasvoittumisasteesta. Värin vahvuutta ei pysty tarkastele-
maan kvantitatiivisesti, koska näytteillä oli erilaiset apoB-100-pitoisuudet. Solulinjojen 
erilainen väri-intensiteetti proteiinivyöhykkeiden kohdalla kuitenkin sai pohtimaan hajo-
aako näytteiden apoB-100 eri tavalla. ApoB-100 voi hajota nopeasti sen erityksen jäl-
keen soluviljelyliuoksessa ellei siihen ole lisätty proteaasiestäjiä. 
 
 
Kuvio 17. A- ja D-näytteiden apoB-100 Western Blot-analyysit. 
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A-näytteiden osalta ei tuloksia pystytty havaitsemaan ja tämä oli selvää jo geeliajon 
jälkeen, kun proteiinit tarkastettiin kuvauslaitteella ensimmäistä kertaa. Mahdollinen 
virhe saostusvaiheessa saattoi aiheuttaa ongelman. Mahdollisesti näytteiden alhainen 
apoB-100 pitoisuus voi myös olla syynä, ettei kyseistä apolipoproteiinia näy. 
 
9. Pohdinta 
 
Menetelmät kehittyivät ristiriitaisten tuloksien ja kokemuksien perusteella, koska mitat-
tavat näytetilavuudet sisälsivät minimaalisen määrän mitattavia molekyylejä. Tämän 
takia alussa pyrittiin konsentroimaan 10 ml:n soluviljelyliuoksia. Toinen soluviljely suori-
tettiin käyttämällä pienempää 5 ml:n soluviljelyliuos-tilavuutta. 
 
9.1 A ja D näytteet 
 
A-näytteiden tuloksista havaittiin ORP2 KO2 solujen tuottavan kohonneita apoB-100 
pitoisuuksia verrattuna Cas9-kontrolliin (taulukko 2), vaikka otos oli A-näytteiden koh-
dalla pieni. Tästä johtuen suurin osa tuloksista ei ollut tilastollisesti merkittäviä. D-
näytteiden kohdalla tilastollista otosta suurennettiin ja soluviljelyliuosnäytteitä konsent-
roitiin soluviljelyssä. Solujen kokonaisproteiinimäärän suhteutettuna havaitaan selvä 
nousu ORP2 hiljennyksen seurauksena apoB-100- ja triglyseridipitoisuuksissa Cas9-
kontrolliryhmään verrattuna (taulukko 4).  
 
Kolesteroli-, fosfolipidi- ja apoA-I-tuloksissa havaittiin ristiriitoja mutta ei mitään tilastol-
lista merkittävyyttä A- tai D-näytteillä. D-näytteiden soluviljelyliuosten väritaustan kor-
kea arvo poissulki luotettavan kolesteroli-, fosfolipidi- ja proteiini-määrityksen näistä 
näytteistä. ApoA-I tulokset taas onnistuivat heikosti vakiointikäyrien mukaan eivätkä 
olleet tilastollisesti merkittäviä kummallakaan otoskoolla. 
 
A-näytteen triglyseridipitoisuus pystyttiin taustaväristä huolimatta mittaamaan. D-
näytteillä väritaustan poistamisen jälkeen saatiin luotettavampia tuloksia. A- ja D-
näytteitä ei kuitenkaan voi verrata keskenään, koska D-näytteet olivat konsentroidum-
pia. 
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A-näytteiden apoB-100 pitoisuuksien ero oli 27,3% ORP2 hiljennettyjen KO1:n ja 
KO2:n välillä (taulukko 2). Tämä sai pohtimaan, oliko ORP2:n hiljentyminen epäonnis-
tunut kyseisissä soluissa. Kentala ym. (2017) analysoi solujen ORP2 hiljentymisen 
Western Blot-analyysillä, joka osoitti ORP2 vasta-aineiden sitoutuvan ainoastaan 
HUH7-soluihin ja Cas9-kontrollisoluihin. Tutkimusryhmässä oltiin myös solulinjojen 
mRNA ilmentymistä verrattu Cas9-kontrolliin ja ORP2 hiljennettyihin soluihin. mRNA:n 
ilmentymis-analyysissä havaittiin samalla, että apoB-100 mRNA:n ilmentyminen väheni 
molemmissa ORP2 hiljennetyissä KO1 ja KO2 soluissa ja KO1:llä hiljentyminen oli 
20% matalampi kuin KO2 soluilla.  Tämä mahdollisesti osaltaan selittää, miksi apoB-
100-pitoisuuden nousu soluviljelyliuoksissa ei ollut kautta linjan samanlainen. Ottaen 
mahdollisen transkription vaimenemisen huomioon apoB-100:n tuotanto/eritys selvästi 
lisääntyi ORP2 hiljennetyissä HUH7 soluissa. 
 
D-näytteiden osalta ORP2 hiljennyksien seurauksena solusta eritetyn apoB-100:n pi-
toisuudet kohosivat Cas9-kontrolliin verrattuna huomattavasti ja analytiikkaa selvästi 
paransi soluviljelyssä käytetty pienempi soluviljelyliuoksen määrä. Edelleen kuten A-
näytteissä ORP2 KO1:n ja KO2:n apoB-100-pitoisuuksien ero soluviljelyliuoksissa oli 
35,1% (taulukko 2). Myös tämä tulos selittyisi samalla heikentyneellä apoB-10 mRNA:n 
transkriptiolla ORP2 KO1:n hiljennyksessä.  ApoB-100-pitoisuus soluviljelyliuoksessa 
oli tilastollisesti merkittävä ja 55% korkeampi ORP2 KO2 soluilla verrattuna Cas9-
kontrolliin. ORP2 KO1 solut erittivät 34% enemmän apoB-100 proteiinia kuin kontrol-
lisolut ja tämä tulos oli myös tilastollisesti merkittävä (taulukko 4).  
 
Solun erittämiin triglyseridituloksiin ORP2:n hiljentämisellä oli lisäävä vaikutus A-
näytteissä. ORP2 KO2:n arvot nousivat vähemmän kuin ORP2 KO1:n, mutta molem-
mat olivat kohonneet verrattuna Cas9-kontrolliryhmään. KO1:n arvonnousu oli myös 
tilastollisesti merkittävä (taulukko 3). Tuloksen toistettavuutta pyrittiin testaamaan ana-
lysoimalla D-näytteet. D-näytteissä oli myös KO1:n kanssa korkeampi nousu kuin 
KO2:lla, joka oli siis samansuuntainen muutos kuin A-näytteiden kanssa. 
 
Mikroskoopilla tarkastettiin ennen solujen keräystä soluviljelyssä, että hiljentyneissä 
maljoissa oli huomattavasti vähemmän soluja silmämääräisesti. Tätä vahvistivat myös 
alentuneet solujen kokonaisproteiinipitoisuudet. Hyvänä esimerkkinä solujen kasvami-
sesta on samoja soluja kasvatettu Kentala ym. (2017) tutkimuksessa. 
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Western Blot –tuloksien perusteella voitiin todeta, että analysoiduissa näytteissä apoB-
100-proteiini oli hajonnut mahdollisesti proteaasitoiminnan tuloksena, koska soluviljely-
liuoksiin ei lisätty mahdollisen proteaasitoiminnan estäjiä. On myös mahdollista, että 
osa hajonneesta proteiinista erittyy, mikä on todettu aiemmassa tutkimuksessa (Meex 
ym. 2011).  
 
9.2 Soluviljelyliuosnäytteiden FPLC-analyysi 
 
FPLC-fraktioinnin perusteella kävi ilmi, että apoA-I eluoituu hitaammin, kuin apoB-100 
geelifiltraatiopylväästä. Tämä tulos oli odotettavissa, koska tiedettiin, että apoA-I näkyy 
pienokokoisemmassa HDL-hiukkasessa verrattuna apoB-100-sisältäviin VLDL-, IDL- ja 
LDL-hiukkasiin. Myös apoB-100:n molekyylipaino 550 kDa on huomattavan suuri ver-
rattuna apoA-I:een, jonka molekyylipaino on 28,1 kDa. Tulokset varmistettiin vielä ELI-
SA-määrityksellä apoA-I:n ja apoB-100:n eluutiofraktioista. Havaittiin, että apoB-100:n 
immunologinen vaste ELISA-metodilla ei ollut aivan ongelmaton, koska apoB-100 antoi 
signaalin useampaan kohtaan, mikä voi johtua hajonneesta apoB-100 proteiinista ku-
ten Western blot –analyysi selkeästi osoittaa.  
 
B- ja C-näytteet antoivat suunnilleen samoissa eluutiokohdissa havaittavat apoA-I ja 
apoB-100 proteiinihuiput kromatogrammeja verratessa. B- ja C-näytteitä ajettiin kuiten-
kin vähemmän kromatografiapylvääseen ja ajopuskurina niiden FPLC:ssä käytettiin 
pelkkää PBS:ä ilman TWEEN 20:tä, jolloin apoB-100:n hitaampi eluoituminen A- ja D-
näytteillä voisi selittyä tällä. 
 
9.3 Päätelmä 
 
OSBPL2-geenin hiljentäminen HUH7-maksasoluissa lisäsi triglyseridien ja apoB-100:n 
erittymistä 24 tunnin aikana verrattuna Cas9-kontrolliin. Tämä lopputulos osoitettiin 
todeksi toistamalla analyysit kahdella eri solujen kasvatuksella, joissa oli eri soluviljely-
liuostilavuudet ja samalla poissulkien ensimmäisten analyysien virhelähteitä. 
 
ORP2 vaikuttaa työmme perusteella todennäköisesti VLDL:n tuotantoon tai 
VLDL/apoB-100:n hajoamisprosessiin. Tämä voisi johtua solun rasvapisaroihin, eli 
LD:hen varastoitujen rasvojen säätelyn vähenemisestä, jolloin apoB-100 käyttää 
VLDL:n muodostumisessa solulimakalvostolla olevien LD:en rasvoja. Tätä kuitenkaan 
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Hynysen ym. (2009) tulokset eivät puolla, koska he havaitsivat LD:n tyhjenemisen hi-
dastuneen erilaisella ORP2 hiljennyksellä. 
 
Todennäköisempää on, että solun sisäinen VLDL/apoB-100:n hajoamisprosessi on 
hiljentämisestä johtuen viallinen, jolloin solu sallii normaalisti hajotettavat VLDL/apoB-
100:n erittymään solusta. Tätä puoltaisi Hynysen ym. (2009) havainto, että ORP2 liik-
kuisi solun sisällä kuten muutkin LD:n proteiinit aikaisemmissa tutkimuksissa, jolloin se 
voisi toimia VLDL:n kuljettajana. 
 
Meex ym. (2011) on todennut, että rasvapuutos johtaa vastamuodostetun apoB-100:n 
hajoamisprosessiin. Aikaisemmin esitettyä apoB-100:n hajoamista pyrittiin hahmotta-
maan Western blot –menetelmällä vielä työn viime metreillä. Analyysin perusteella 
apoB-100 oli hajonnut pienemmän molekyylipainon omaaviksi polypeptideiksi ja niiden 
koot olivat normaalia apoB-100:aa huomattavasti pienemmät mutta kuitenkin suurem-
mat kuin 250 kDa. Meex ym. (2011) totesivat myös tutkimuksessaan, että HUH7-
solulinjan tuottamat apoB-100:aa sisältävät hiukkaset eivät ole VLDL:n vaan enemmän 
LDL:n kokoisia. 
 
Lisääntyneet apoB-100:n ja triglyseridin arvot voisivat johtua myös solun sisäisestä LD 
varastointikyvyn ja apoB-100 hajoamisen kontrolloinnin puuttumisesta ORP2:n hiljen-
tymisestä johtuen. HUH7-soluilla ORP2 ja ORP1 hiljennyksissä oli havaittu kolesterolin 
siirtymisen hidastuvan solun sisäisesti solukalvolta solulimakalvostoon toisessa tutki-
muksessa (Jansen ym. 2010), joka voisi osoittaa solun sisäisen aineenvaihdunnan 
häiriintyvän ja sallivan apoB-100/VLDL  solusta erittymisen. 
 
Varhaisemmissa tutkimuksessa ORP2:n lisääntynyttä ekspressiota tarkasteltiin ja to-
dettiin LDL:n sisäänoton soluun lisääntyneen maksasoluissa (Hynynen ym. 2009). Tä-
mä tulos tukee ORP2:n vaikutusta apoB-100:n säätelyyn, jota ehdotamme tutkittavan 
lisää ja tarkemmin. Käytännön applikaationa ORP2 toiminnan lisääminen maksasoluis-
sa voisi valtimonkovettumataudille taipuvaisten ihmisten tapauksessa pystyä poista-
maan verenkierrosta ylimääräistä LDL:ää, joka on osallinen verisuonen seinämän plak-
kien muodostumiseen.  
 
Ihmisillä on havaittu kuuroutta mahdollisesti johtuen ORP2 geenin mutaatiosta. (Xing 
ym. 2015.) Asiaa on tarkasteltu vain vähän, joten mutaation aiheuttamia muutoksia 
rasva-aineenvaihduntaan ei ole syvällisesti vielä tutkittu. Vertailukohtaa ei ole, koska 
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ihmisten väliset rasva-aineenvaihdunta erot ovat suuret. Tätä ORP2:n mutaation vaiku-
tusta rasva-aineenvaihduntaan pitäisi tutkia tarkemmin eri menetelmien avulla. Ihmis-
aineistoista ei ole julkaistua tietoa OSBPL2-geenin täydellisestä hiljentymisestä. 
10.  Luotettavuus 
 
Virheitä pyrittiin välttämään työskentelemällä hyvien laboratoriotyötapojen mukaisesti. 
Työvaiheet vaativat paljon pipetoimista ja sen todettiin olevan suurin virhelähde työs-
kentelyssä. Sitä pyrittiin eliminoimaan niin, että sama henkilö pipetoi kuoppalevyn alus-
ta loppuun, jolloin ei tapahdu työtavoissa tai pipetointitekniikassa muutoksia kesken 
kuoppalevyn. Kaikki analyysit suoritettiin sisäisten ohjeiden mukaisesti. Saadut tulokset 
toistettiin onnistuneesti, joka lisäsi luotettavuutta. 
 
10.1 Vakiointi ja kontrolli 
 
Tulosten luotettavuutta varmistettiin jokaisen määrityksen yhteydessä tehdyllä vakioin-
nilla. Saatuja tuloksia arvioitiin vakiointikäyrien ja –suorien korrelaatioarvoja tarkaste-
lemalla.  Pystyimme myös toistamaan tulokset kasvattamalla samat solulinjat uudes-
taan pienemmässä soluviljelyliuos-tilavuudessa ja tekemällä niistä määritykset, joissa 
todettiin muutoksia. A- ja D-näytteiden KO1 ja KO2 tuloksia verrattiin aina Cas9-
kontrolliin, jotta hiljennysten vaikutusta voitiin verrata luotettavasti. Cas9-kontrollin 
HUH7-solulinjan tuloksilla oli eroa käsittelemättömään HUH7-solulinjaan, eli CRISPR-
Cas9-menetelmä vaikuttaa soluihin tuntemattomalla tavalla, jolloin Cas9-kontrollin käyt-
täminen on perusteltua.  
 
Lähes kaikissa menetelmissä käytettiin SPR:n plasmakontrollia, jonka antamia ana-
lyysituloksia oli seurattu pitkältä ajalta. Sen avulla pystyttiin toteamaan, oliko vakiointi 
onnistunut, eli tulosten luotettavuuden kannalta hyvin tärkeä kontrolli. Kontrollin taso 
pysyi hyvänä läpi kaikkien määrityksien, joten siltä osin tulokset saivat lisäluotettavuut-
ta. 
 
Kaikissa paitsi apoA-I määrityksessä käytettiin kaupallisesti saatavia kittejä, jotka ovat 
verifioituja. ApoA-I-määritykset tehtiin Minervan kehittämällä menetelmällä, joka on 
osoittautunut hyvin tarkaksi sekä plasma/seeruminäytteiden, että soluviljelynäytteiden 
analysoinnissa.  
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10.2 Menetelmien rajoitukset 
 
Konsentroitujen A-näytteiden havaittiin antavan ristiriitaisia tuloksia, jolloin tultiin siihen 
johtopäätökseen, ettei konsentroiminen onnistunut halutusti ja suodattimeen oli jäänyt 
suurin osa rasvoista ja proteiineista. Mitattavat arvot olivat matalia ja konsentroimisme-
netelmä, joka auttaisi niiden kohottamisessa olisi hyvä selvittää ja käyttää vastaavissa 
tutkimuksissa. 
 
Havaittiin, että EMEM aiheutti tausta-absorptiota. Kun tausta-absorptio poistettiin kole-
steroli- ja fosfolipidituloksista, havaittiin että mitattavat pitoisuudet olivat matalampia, 
kuin näytteen värin tausta, eli käytännössä nolla. Tämä johti siihen, että kaikkiin rasva- 
ja kokonaisproteiinimäärityksiin soluviljelyliuoksista, joissa oli punaista fenolia, ei voitu 
luottaa, jos niistä ei ollut EMEM tausta-absorptiotulosta, jota poistaa tuloksista. Rajoi-
tukseksi rasvojen määrityksissä muodostui siis menetelmien mittausalue ja näytteiden 
matalat pitoisuudet. Arvot olivat niin matalia, että niitä ei voinut käytössä olleilla mene-
telmillä mitata. Ainoastaan triglyseridipitoisuudet olivat mitattavalla alueella. 
 
ApoB-100:n kokoja olisi hyvä tarkastella Western Blot menetelmällä eri aikapisteillä, 
jolloin havainnollistettaisiin pitempiaikaisen säilytyksen vaikutus näytteiden apolipopro-
teiinikokoihin ja ovatko apoB-100 aloittaneet hajoamisen solusta ulos tullessaan. Mah-
dollisesti monoklonaaliset vasta-aineet ELISA:lla eivät tunnistaisi kaikkia apoB-100 
lipoproteiineja tässä tapauksessa, jos epitooppi hajoaa tai muuttuu tunnistamattomaksi. 
Myös käytetyt kontrollit olisi hyvä inkuboida 100 °C:ssa näytepuskuriin, jota ei tehty 
työssä. Myös apoB-100:n pitoisuutta kontrollissa olisi hyvä lisätä, jolloin vasta-aineen 
sitoutuminen näkyisi paremmin Western blot:ssa käytetyllä PVDF-kalvolla. 
 
Tämän vuoksi jäi ELISA-menetelmän osalta epäselväksi, sitoutuiko monoklonaalinen 
vasta-aine oikeassa määrässä palasiin, eli oliko niillä sama epitooppi olemassa kaikis-
sa solulinjoissa. 
 
10.3 Yleiset virheet 
 
Erityisesti apoA-I:n vakioinnin kanssa oli ongelmia tarkan menetelmän ja pipetointitila-
vuuksien vuoksi. Kontaminaatio oli myös mahdollinen, vaikka työn aikana sitä pyrittiin 
hyvien laboratoriotyöskentelyjen tapaan välttämään. Tämä osaltaan selittäisi, miksi 
apoA-I:n vakiointi tuntui menevän kerta kerralta huonompaan suuntaan. Kesken apoA-I 
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määrityksien vaihdettiin myös POD-entsyymillä leimatun anti-apoA-I vasta-aineen lai-
mennussuhdetta, joka oli alkuun 1:500 ja myöhemmissä määrityksissä 1:1000. Lai-
mennussuhteen vaihtamisen jälkeen ilmaantuivat myös ensimmäiset ongelmat apoA-I-
määrityksessä. Jäi kuitenkin epäselväksi, mikä lopulta aiheutti vakioinnin laatuongel-
mat. 
 
Soluviljelyn osalta luotettavuuteen vaikutti solujen keräämisen onnistuminen laaduk-
kaasti. D-näytteiden osalta keräsimme ne itse maljalta, joka saattoi vaikuttaa keräyksen 
onnistumiseen. Kuitenkin visuaalinen tarkistus solujen kasvamisesta mikroskoopilla 
näytti hiljentyneissä maljoissa kasvavan vähemmän soluja, joka osaltaan selittää koko-
naisproteiinien vähenemistä hiljennetyissä näytteissä. 
 
10.4 Näyteongelmat 
 
Fenolipunaisen EMEM soluviljelyliuoksessa oli tarkoitus indikoida pH muutosta, eli väri 
muuttuu keltaiseen suuntaan happamuuden lisääntyessä. Tämä taustaväri aiheutti 
ongelmia fotometrisissä mittauksissa, koska punainen fenoli sijoittui mitattausaallonpi-
tuuksille. Tämä havaittiin ensimmäisen kerran kokonaisproteiini määrityksessä ongel-
maksi, joka ratkaistiin ajamalla värin aiheuttavaa liuosta taustakontrollina, jolloin pys-
tyimme tuloksista vähentämään saadun taustan keskiarvon. Tämä ratkaisu toimi olet-
taen, että käyttämätön EMEM on verrattavissa 24 tuntia kasvatettuun EMEM:n.  
 
Analyysien välissä pyrimme eri menetelmin poistamaan väriä näytteistä testaamalla 
niitä EMEM:ään. Vaihtoehtoja värin poistamiseen tutkittiin muuttamalla pH:ta neutraa-
liksi tai hapettamalla fenoli pois liuoksesta. pH muutos testattiin lisäämällä 5 µl eri mo-
laarista HCl:ää (suolahappoa), jolloin havaittiin näytteen värityksen muuttuvan haaleas-
ta pinkistä keltaiseksi pH:n muutoksesta johtuen. Keltainen väri mitattiin fosfolipidien 
yhteydessä ja todettiin aiheuttavan korkeampia tausta-absorptioita, kuin EMEM. 
 
Fenolinpunaisen neutraloimiseksi lisättiin 200 µl 30% H2O2:ta 500 µl:n näytettä ja ha-
vaittiin värin neutraloinnin onnistuvan. Kuitenkin tuolla laimennusmäärällä fotometrisis-
sä mittauksissa pitoisuudet olisivat olleet alhaisemmat ja laimennuskertoimet vääristä-
neet tuloksia.  
 
Kolmantena vaihtoehtona yritettiin dialyysiä käyttäen poistaa suolat ja fenolipunaisen 
PBS-puskurissa huokoisen kalvon läpi. Tämän havaittiin toimivan parhaiten poistaen 
44 
  
taustan melkein kokonaan. Työssä tätä tietoa ei kuitenkaan ehditty käyttää, koska 
kaikki määritykset oli suoritettu ja aika ei riittänyt uusimaan niitä. 
 
FPLC:n fraktioiden luotettavuuden osalta PBS-TWEEN 20 ajopuskuri saattoi vääristää 
fraktioiden sijaintia apolipoproteiinien osalta, koska apolipoproteiinit kulkivat seerumi B 
ja C-näytteiden osalta nopeammin pylväästä läpi pelkällä PBS:llä. Olisi oleellista käyt-
tää TWEEN 20 lisäystä systemaattisesti, koske se vähentää epäspesifistä ajogeelimat-
riisi-interaktiota lipoproteiinifraktioinnissa.  
11. Eettiset näkökulmat 
 
Etiikalla tarkoitetaan oppia hyvästä ja pahasta ja sitä voidaan pitää tieteenä, joka tutkii 
moraalia. Terveydenhuollossa eettisiä sääntöjä on ollut antiikin ajoilta asti ja tunnetuin 
näistä on Hippokrateen vala, joka käsittelee lääkärin suhdetta elämän säilyttämiseen ja 
edellyttää vahingollisten tekojen välttämistä. (Ryynänen — Myllykangas 2000: 9-10.) 
 
Bioanalyytikot seuraavat työssään terveydenhuollon yhteisten eettisten sääntöjen li-
säksi kliinisen laboratoriotyön eettisiä periaatteita. Näihin kuuluvat velvollisuus potilaal-
le tai asiakkaalle. Tällä pyritään turvaamaan potilaan hyvinvointi ja oikeudet. Bioanalyy-
tikoilla on myös eettinen velvollisuus ammattikunnalle, jolla pyritään ylläpitämään luot-
tamusta ja arvostusta ammatille. Velvollisuus yhteiskunnalle kuuluu myös eettisiin peri-
aatteisiin, joka tarkoittaa, että bioanalyytikko antaa tai hankkii apua kiireellisen avun 
tarpeessa olevalle henkilölle. (Suomen Bioanalyytikkoliitto Ry 2011.) 
 
Myös tutkimustyöllä on omat eettiset säännöt. Tutkimusetiikalla pyritään arvioimaan 
yhteiskunnalle tai ulkopuolisille henkilöille koituvat hyödyt ja haitat niin, että haittoja 
vähennetään mahdollisimman paljon ja hyötyjä vastaavasti lisätään. Vaikutuksia arvioi-
daan, kun päätetään tutkimuksen toteutustapaa, tutkimustulosten julkaisemista sekä 
saadun tiedon soveltamista. Koska tutkimustyöstä saadusta tiedosta voidaan tehdä 
ihmisten elämään vaikuttavia päätöksiä, on erittäin tärkeää, että tutkimus suoritetaan 
tunnustetuilla ja oikeaksi osoitettavilla menetelmillä. (Ryynänen — Myllykangas 2000: 
75–78.) Opinnäytetyötä varten Minervalla oli voimassa oleva tutkimuslupa humaaneihin 
ja eläintutkimuksiin, jonka alle myös tämä työ sisältyi. 
 
Kaikki opinnäytetyön tulokset on esitetty työssä analysaattoreilta saatujen arvojen mu-
kaisesti, eikä niihin ole tehty muutoksia, joka olisi eettisen työskentelyn vastaista. Käy-
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tetyt menetelmät olivat hyväksyttyjä tutkimuskäyttöön ja työskentelyn kaikissa vaiheis-
sa varmistettiin analyysien laatu ja luotettavuus. 
 
  
46 
  
Lähteet 
 
Amersham Biosciences AB 2002. Gel Filtration Principles and Methods Edition AI. 5, 9-
13. 
 
Arciello, Angela — Piccoli, Renata — Monti, Daria Maria 2016. Apolipoprotein A-I: the 
dual face of a protein. The FEBS Journal 590 (23). 4171-4179. Saatavilla myös sähköi-
sesti <10.1002/1873-3468.12468>. 
 
Béaslas, Olivier – Metso, Jari – Nissilä, Eija – Laurila, Pirkka-Pekka – Kaiharju, Essi–
Chaithanya, Batchu Krishna – Kaipiainen, Leena–Mäyränpää, Mikko I. – Yan, Daogu-
ang – Gylling, Helena – Jauhiainen, Matti – Olkkonen, Vesa M. 2013. Osbpl8 Deficien-
cy in Mouse Causes an Elevation of High-Density Lipoproteins and Gender-Specific 
Alterations of Lipid Metabolism. Saatavilla myös sähköisesti 
<http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0058856>. 
 
Bio-Rad. DC Protein Assay Instruction Manual. Saatavilla myös sähköisesti 
<http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/LIT448.pdf>. 
 
Brodsky J L — Fisher E A 2008. The many intersecting pathways underlying apolipo-
protein B secretion and degradation. Trends Endocrinol Metab 19.  254—259. Saatavil-
la myös sähköisesti <10.1016/j.tem.2008.07.002>. 
 
Burnett, John R 2010. Coronary Artery Disease: Lipid Metabolism. Teoksessa Clinical 
Chemistry: Theory, Analysis, Correlation. 5. painos. 693—728. 
 
Davis, Diana — Zhang, Aiguo — Etienne, Chloe — Huang, Ivan — 
 Malit, Michele. Principles of Curve Fitting for Multiplex Sandwich Immunoassays. Bio-
Plex suspension array system. Saatavilla myös sähköisesti 
<https://www.dartmouth.edu/~dartlab/uploads/Bio-
RadTechNote2861_principles_of_curve_fitting.pdf>. 
 
Denis, Maxime — Landry Yves D — Zha Xiaohui 2008. ATP-binding Cassette A1-
mediaed Lipidation of Apolipoprotein A1 occurs at the Plasma Membrane and Not in 
the Endocytic Compartments. Journal of Biological Chemistry 283 (23). 16178—16186.  
Saatavilla myös sähköisesti <10.1074/jbc.M709597200>. 
 
Falk, Erling 2006. Pathogenesis of Atherosclerosis. Journal of the American College of 
Cardiology. Saatavilla myös sähköisesti <https://doi.org/10.1016/j.jacc.2005.09.068>. 
 
Fielding, Christopher J — Fielding, Phoebe E 1995. Molecular physiology of reverse 
cholesterol transport. The Journal of Lipid Research 36. 211—228. Saatavilla myös 
sähköisesti <http://www.jlr.org/content/36/2/211.long>. 
 
Fisher, Edward A — Zhou, Mingyue, Zou — Mitchell, Deborah M — Wu, Xujun — 
Omura, Satoshi — Wang, Hongxing — Goldberg, Alfred L — Ginsberg, Henry N 1997. 
The Degradation of apolipoprotein B100 Is Mediated by the Ubiquitin-proteasome 
Pathway and Involves Heat Shock Protein 70. Journal of Biological Chemistry 272. 
20427—20434. Saatavilla myös sähköisesti <10.1074/jbc.272.33.20427> 
 
Fujimoto, Yasuyuki — Itabe, Hiroyuki — Sakai, Jun — Makita, Minoru — Noda, Junichi 
— Mori, Masahiro — Higashi, Yusuke — Kojima, Shinichi — Takano, Tatsuya 2004. 
Identification of major proteins in the lipid droplet-enriched fraction isolated from the 
47 
  
human hepatocyte cell line HUH7. Saatavilla myös sähköisesti 
<https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2003.10.018>. 
Glass Christopher K — Witztum Joseph L 2001. Atherosclerosis: The Road Ahead. 
Cell 104 (4). 503-516. Saatavilla myös sähköisesti <https://doi.org/10.1016/S0092-
8674(01)00238-0>. 
 
van Haperen R — van Tol A. — Vermeulen P — Jauhiainen M — van Gent T — van 
den Berg P — Ehnholm S — Grosveld F — van der Kamp A. — de Crom R. 2000. 
Human plasma phospholipid transfer protein increases the antiatherogenic potential of 
high density lipoproteins in transgenic mice. Arteriosclerosis, thrombosis and vascular 
biology 20. 1082—1088. Saatavilla myös sähköisesti 
<https://doi.org/10.1161/01.ATV.20.4.1082>. 
 
Helgason, Cheryl D – Miller, Cindy L 2005. Methods In Molecular Biology Volume 290. 
Basic Cell Culture Protocols. Kolmas painos. 1–3.Saatavilla myös sähköisesti 
<https://cdn.preterhuman.net/texts/science_and_technology/nature_and_biology/Cell_
and_Molecular_Biology/Basic%20Cell%20Culture%20Protocols%20Methods%20in%2
0Molecular%20Biology%20-
%20Cheryl%20D.%20Helgason,%20Cindy%20L.%20Miller.pdf>. 
 
Hossain Tanvir — Riad Aladdin —  Siddiqi Shaila — Parthasarathy Sampath — Siddiqi 
Shadab A 2014. Mature VLDL triggers the biogenesis of a distinct vesicle from the 
trans-Golgi netwrok for its export to the plasma membrane. Biochemical Journal 459 
(1). 47 — 58. Saatavilla myös sähköisesti <10.1042/BJ20131215>. 
 
Hsu, Patrick D — Lander, Eric S — Zhang, Feng 2014. Development and Applications 
of CRISPR-Cas9 for Genome Engineering. Cell. Volume 157 Issue 6. 1262—1278. 
Saatavilla myös sähköisesti <http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2014.05.010>. 
 
Hynynen, Riikka 2009. ORP2 is a Sterol Receptor that Regulates Cellular Lipid Meta-
bolism. Väitöskirja. Helsinki: 2009. 
 
Hynynen, Riikka — Laitinen, Saara — Käkelä, Reijo — Tanhuanpää, Kimmo — Lusa, 
Sari — Ehnholm, Christian — Somerharju, Pentti — Ikonen, Elina — Olkkonen, Vesa 
M. 2005. Overexpression of OSBP-related protein 2 (ORP2) induces changes in cellu-
lar cholesterol metabolism and enhances endocytosis. Saatavilla myös sähköisesti 
<http://www.biochemj.org/content/390/1/273>. 
 
Hynynen, Riikka — Suchanek, Monika — Spandl, Johanna —  Bäck, Nils — Thiele, 
Christoph — Olkkonen Vesa M 2009. OSBP-related protein 2 is a sterol receptor on 
lipid droplets that regualtes the metabolism of neutral lipids. Journal of Lipid Research 
50. 1305—1315. Saatavlla myös sähköisesti <10.1194/jlr.M800661-JLR200>. 
 
Jansen, Maurice — Ohsaki Yuki — Rega, Laura Rita —  Bittman, Robert — Olkkonen, 
Vesa M — Ikonen, Elina 2010. Role of ORPs in Sterol Transport from Plasma Mem-
brane to ER and Lipid Droplets in mammalian cells. Traffic 12 (2). 218—231. Saatavilla 
myös sähköisesti <10.1111/j.1600-0854.2010.01142.x>. 
 
Ji, Ailing — Wrobleweski, Joanne M — Cai, Lei — de Beer, Maria C   — Webb, Nancy 
R — van der Westhuyzen Deneys R 2012. Nascent HDL formation in hepatocytes and 
role of ABCA1, ABCG1 and SR-BI. Journal of Lipid Research 53 (3). 446—455. Saata-
villa myös sähköisesti <10.1194/jlr.M017079>. 
 
48 
  
Johs, Alexander — Hammel, Michal — Waldner Ines — May, Roland P — Laggner, 
Peter – Prassl, Ruth. 2006. Modular Structure of Solubilized Human Apolipoprotein B-
100. Journal of Biological Chemistry 281, 19732-19739. Saatavilla myös sähköisesti 
<http://www.jbc.org/content/281/28/19732.full>. 
 
Kentala, Henriikka — Koponen, Annika — Kivelä Annukka M — Andrews, Robert — Li, 
ChunHei — Zhou, You — Olkkonen Vesa M 2017. Analysis of ORP2 knockout hepato-
cytes uncovers a novel function in actin cytoskeletal regulation. FASEB Journal. 
 
Kentala, Henriikka — Olkkonen, Vesa M — Weber-Boyvat Marion 2016. International 
Review of Cell and Molecular Biology. Chennai: Academic Press. 299-340. 
 
Kentala, Henriikka — Pfisterer, Simon G — Olkkonen, Vesa — Weber-Boyvat, Marion 
2015. Sterol liganding of OBSP-related proteins (ORPs) regulates the subcllular distri-
bution of ORP-VAPA complexes and their impacts on organelle structure. Steroids 99. 
248—258. 
 
Lehtimäki, Terho 2010. Lipoproteiinimetabolia ja ateroskleroosia aiheuttavat dyslipide-
miat. Teoksessa Laboratoriolääketiede kliininen kemia ja hematologia. 3. painos. Hel-
sinki: Kandidaattikustannus Oy. 319–330. 
 
Lehto, M — Laitinen, S — Chinetti, G — Johansson, M — Ehnholm, C — Staels, B — 
Ikonen, E — Olkkonen, V M 2001.  The OSBP-related protein family in humans.  Jour-
nal of Lipid Research 42. 1203—1213. Saatavilla myös sähköisesti 
<http://www.jlr.org/content/42/8/1203.long>. 
 
Liu, Alexander C — Lawn, Richard M — Verstuyft, Judy G — Rubin,Edward M 1994. 
Human apolipoprotein A-I prevents atheroscelorisis associated with appolipoprotein[a] 
in transgenic mice. The Journal of Lipid Research 35. 2263—2267. Saatavilla myös 
sähköisesti <http://www.jlr.org/content/35/12/2263.long>. 
 
Lu, Timothy T — Repa, Joyce J — Mangelsdorf David J 2001. Orphan Nuclear Recep-
tors as EliXiRs and FiXeRs of Sterol Metabolism. Journal of Biological Chemistry 276. 
37735—37738. Saatavilla myös sähköisesti <10.1074/jbc.R100035200>. 
 
Mahmood, Tahrin — Yang, Ping-Chang 2012. Western Blot: Technique, Theory and 
Trouble Shooting. North American Journal of Medical Sciences 4 (9). 429—434. Saa-
tavilla myös sähköisesti <10.4103/1947-2714.100998>. 
 
Marcovina, S — Packard C J 2006. Measurement and meaning of apolipoprotein AI 
and apolipoprotein B plasma levels. Journal on Internal Medicine 259 (5). 437–446. 
Saatavilla myös sähköisesti <http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-
2796.2006.01648.x/full>. 
 
Meex, S — Andreo U — Sparks J — Fisher E 2011. Huh-7 or HepG2 cells: which is the 
better model for studying human apolipoprotein-B100 assembly and secretion?  The 
Journal of Lipid Research 52 (1). 152–158. Saatavilla myös sähköisesti 
<10.1194/jlr.D008888>. 
 
Mesmin, Bruno — Bigay, Joëlle — Moser von Filseck, Joachim — Lacas-Gervais, 
Sandra — Drin, Guillaume — Antonny, Bruno 2013. A Four-Step Cycle Driven by 
PI(4)P Hydrolysis Directs Sterol/PI(4)P Exchange by the ER-Golgi Tether OSPB. Cell 
155 (4). 830-843. Saatavilla myös sähköisesti 
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867413012324>. 
49 
  
 
Mori, Masahiro — Itabe, Hiroyuki — Higashi, Yusuke — Fujimoto, Yasuyuki — Shiomi, 
Masahiro — Yoshizumi, Masao — Ouchi, Yasuyoshi — Takano, Tatsuya 2001. Foam 
cell formation containing lipid droplets enriched with free cholesterol by hyperlipidemic 
serum. Journal of Lipid Research 42. 1771—1781. Saatavilla myös sähköisesti 
<http://www.jlr.org/content/42/11/1771.long>. 
 
Mutneja, Manpreet — Mohan, Chandra — Long, Kevin D — Das, Chandreyee 2013. 
An Introduction to Antibodies and Their Applications. EMD Millipore. Germany. Saata-
villa myös sähköisesti 
<https://www.google.fi/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8
&ved=0ahUKEwi4hbCm4Z_XAhWCO5oKHf2BCwwQFggzMAA&url=https%3A%2F%2
Fwww.emdmillipore.com%2FWeb-US-Site%2Fen_CA%2F-
%2FUSD%2FShowDocument-
Pronet%3Fid%3D201306.15066&usg=AOvVaw2B5bb7HBgYzye4_nCZ0W6Z>. Luettu 
2.11.17. 
 
Naito, Herbert K. 2010. Classification and descriptions of proteins, lipids and carbohy-
drates Part 2: Lipids. Teoksessa Clinical Chemistry: Theory, Analysis, Correlation. 5. 
painos. 512—518. 
 
Olkkonen, Vesa — Lehto, Markku 2005. Oksisterolien merkitys rasva-
aineenvaihdunnassa ja valtimonkovettumistaudin kehittymisessä. Lääketieteellinen 
aikakausikirja Duodecim 121 (5). 515—522. Saatavilla myös sähköisesti 
<http://www.duodecimlehti.fi/lehti/2005/5/duo94846>. 
 
Oram John F — Lawn Richard M — Garvin Michael R — Wade David P 2000. ABCA1 
Is the cAMP-inducible Apolipoprotein Receptor that Mediates Cholesterol Secretion 
from Macrophages. Journal of Biological Chemistry 275. 34508—34511. Saatavilla 
myös sähköisesti <10.1074/jbc.M006738200>. 
 
Ossoli, Alice — Pavanello, Chiara — Calabresi, Laura 2016. High-Denisty Lipoprotein, 
Lecithin: CHolesterol Acyltransferase and Atherosclerosis. Endocrinology and Metabo-
lism 31 (2). 223—229. Saatavilla myös sähköisesti <10.3803/EnM.2016.31.2.223>. 
 
Pawar, Anjali — Botolin, Daniela — Mangelsdorf, David J — Jump, Donald B 2003. 
The Role of Liver X receptor-a in the Fatty Acid Regulatuon of Hepatic Gene Expres-
sion. Journal of Biological Chemistry 278. 40736—40743. Saatavilla myös sähköisesti 
<10.1074/jbc.M307973200>. 
 
Rahim, Abdul — Nafi-valencia Erika — Siddiqi Shaila — Basha Riyaz — Runyon 
Chukwuemeka C — Siddiqi Shadab A 2012. Proteomic Analysis of the Very Low Den-
sity Lipoprotein (VLDL) Transport Vesicles.  Journal of Proteomics 75 (7). 2225—2235. 
Saatavilla myös sähköisesti <10.1016/j.jprot.2012.01.026>. 
 
Roulin, Pascal S — Lötzerich, Mark — Torta, Federico — Tanner, Lukas B — van 
Kuppeweld, Frank JM — Wenk, Markus R — Greber, Urs F 2014. Rhinovirus Uses a 
Phosphatidylinositol 4-Phosphate/ Cholesterol Counter-Current for the Formation of 
Replication Compartments at the ER-Golgi Interface. Verkkodokumentti. Saatavilla 
myös sähköisesti 
<http://www.imls.uzh.ch/static/CMS_publications/greber/literatur/pdf14/463.pdf>. Luettu 
20.2.2017. 
 
50 
  
Ryynänen, Olli-Pekka — Myllykangas, Markku 2000. Terveydenhuollon etiikka. 1. pai-
nos. Juva: WS Bookwell Oy. 
 
Siddiqi Shadab A 2008. VLDL exits from the endoplasmic reticulum in a specialized 
vesicle, the vldl transport vesicle, in rat primary hepatocytes. Biochemical Journal 413 
(2). 333—342. Saatavilla myös sähköisesti <10.1042/BJ20071469>. 
 
Smith, Jonathan D — Le Goff, Wilfired — Settle, Megan — Brubaker, Gregory — 
Waelde, Christine — Horwitz, Andrew — Oda, Michael N 2004. ABCA1 mediates con-
current cholesterol and phospholipid efflux to apolipoprotein A1. Journal of Lipid Re-
search 45. 635—644. Saatavilla myös sähköisesti <10.1194/jlr.M300336-JLR200>. 
 
Suomen Bioanalyytikkoliitto Ry 2011. Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan eettiset oh-
jeet. Verkkodokumentti. 
<https://www.bioanalyytikkoliitto.fi/@Bin/659271/Eettiset+ohjeet+-suomi+2011.pdf>. 
Luettu 2.3.2017. 
 
Suomen virallinen tilasto (SVT): Kuolemansyyt 2015. 2016. Tilastokeskus. Verkkodo-
kumentti. <http://www.stat.fi/til/ksyyt/2015/ksyyt_2015_2016-12-30_kat_001_fi.html>. 
Luettu 12.2.2017. 
 
Tabas, Ira — García-Cardeña, Guillermo — Owens, Gary K. 2015. Recent insights into 
the cellular biology of atherosclerosis. The Journal of Cell Biology 209.13-22. Saatavilla 
myös sähköisesti <https://doi.org/10.1083/jcb.201412052>. 
 
Thermofisher Scientific 2017. Pierce BCA Protein Assay. Verkkodokumentti. 
<https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/23225> Luettu 13.11.17. 
 
THL, Genomiikka ja biomarkkerit, Biomedicum 2015A. Fosfolipidit. Sisäinen menetel-
mäohje. 
 
THL, Genomiikka ja biomarkkerit, Biomedicum 2015B. Kolesteroli. Sisäinen menetel-
mäohje. 
 
THL, Genomiikka ja biomarkkerit, Biomedicum 2015C. Triglyseridit. Sisäinen menetel-
mäohje. 
 
Tiwari, Samata — Siddiqi, Shadab A. 2012. Intracellular Traffikcing and Secretion of 
Very Low Density Lipoproteins. Arteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology 32 
(5). 1079—1086. Saatavilla myös sähköisesti <10.1161/ATVBAHA.111.241471>. 
 
 Tsujita, Maki — Wu Cheng-Ai — Abe-Dohmae, Sumiko — Shinichi, Usui — Okazaki, 
Mitsuyo — Yokoyama, Shinji 2004. On the hepatic mechanism of HDL assembly by the 
ACBA1/apoA-I pathway. Journal of Lipid Research 46. 154—162. Saatavilla myös säh-
köisesti <10.1194/jlr.M400402-JLR200>. 
 
Turgeon, Mary L. 2007. Linne & Ringsrud's Clinical Laboratory Science. 5. painos. Ki-
ina: Mosby Incorporated. 218—219. 
 
Voet, Donald —  Voet, Judith G. 2011. Lipids and membranes. Teoksessa Biochemis-
try. 4. painos. New Jersey: John Wiley & Sons Inc. 386–466.  
51 
  
Wikimedia Commons. 2013. Chylomicrons Contains Triglycerides Cholesterol Molecu-
les And Other Lipids. Kuva muokattu. 
<https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/ab/2512_Chylomicrons_Contain_T
riglycerides_Cholesterol_Molecules_and_Other_Lipids.jpg>. Otettu käyttöön 
10.3.2017. 
 
Wikimedia Commons. 2015A. CRISPR-Cas9 mode of action. Kuva muokattu. 
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:CRISPR-Cas9_mode_of_action.png>. Otettu 
käyttöön 4.10.2017. 
 
Wikimedia Commons. 2012. Eukaryotic cell (animal). Kuva muokattu. 
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Eukaryotic_Cell_(animal).jpg>. Otettu käyt-
töön 20.10.2017. 
 
Wikimedia Commons. 2006. SizeExChrom. Kuva muokattu. 
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:SizeExChrom.png>. Otettu käyttöön 
13.9.2017. 
 
Wikimedia Commons. 2009. Western blot transfer. Kuva muokattu. 
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Western_blot_transfer.png>. Otettu käyttöön 
09.11.2017. 
 
Woollard, Kevin J — Geissmann, Frederic. 2010. Monocytes in atherosclerosis: sub-
sets and functions. Nature Reviews Cardiology 7. 77–86. Saatavilla myös sähköisesti 
<10.1038/nrcardio.2009.228>. 
 
Xing, Guangqian — Yao, Jun — Wu, Bin — Liu, Tingting — Wei, Qinjun — Liu, Cheng 
— Lu, Yajie — Chen, Zhibin — Zheng, Heng — Yang, Xiaonan — Cao, Xin. 2015. 
Identification of OSBPL2 as a novel candidate gene for progressive nonsyndromic hea-
ring loss by whole-exome sequencing. Genetics in Medicine 17, 210-218. Saatavilla 
myös sähköisesti <10.1038/gim.2014.90>. 
 
Yan, Daoguang — Jauhiainen, Matti — Hildebrand, Reeni B — van Dijk, Ko Willems — 
Van Berkel, Theo JC —  Ehnholm, Christian — Van Eck, Miranda — Olkkonen, Vesa 
M 2007A. Expression of Human OSBP-Related Protein 1L in Macrophages Enhances 
Atherosclerotic Lesion Development in LDL Receptor–Deficient Mice. Arteriosclerosis, 
thrombosis and vascular biology 27. 1618—1624. 
 
Yan, Daoguang — Mäyränpää Mikko I — Wong, Jenny — Perttilä   Julia — Lehto, 
Markku — Jauhiainen, Matti — Kovanen, Petri T — Ehnholm, Christian — Brown, And-
rew J — Olkkonen Vesa M 2007B. OSBP-related Protein 8 (ORP8) Supresses ABCA1 
Expression and Cholesterol Efflux from Macrophages. Journal of Biological Chemistry 
283. 332—340. Saatavilla myös sähköisesti <10.1074/jbc.M705313200>. 
 
Liite 1 
  1 (3) 
 
  
Liite 1 A-näytteiden vakioinnit 
 
ApoB-100 vakiointisuora A-näytteille. 
 
 
ApoA-I:n vakiointi A-näytteille 
 
  
Liite 1 
  2 (3) 
 
  
Triglyseridin vakiointi A-näytteille. 
 
 
Fosfolipidin vakiointi A-näytteille. 
 
  
Liite 1 
  3 (3) 
 
  
Kolesterolin vakiointi A-näytteille 
 
 
Kokonaisproteiinin vakiointi A-näytteille. 
Liite 2 
  1 (3) 
 
  
Liite 2 D-näytteiden vakioinnit 
 
D-näytteiden apoB-100 vakiointi. 
 
 
D-näytteiden apoA-I vakiointi. 
 
 
Liite 2 
  2 (3) 
 
  
D-näytteiden triglyseridivakiointi. 
 
 
D-näytteiden kolesterolivakiointi. 
 
  
Liite 2 
  3 (3) 
 
  
D-näytteiden fosfolipidivakiointi. 
 
